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^ (54) TlUe: METHOD AND MEANS FOR DETERMINING SPECIFIC CONDITIONS OR CHANGES IN THE UTERINE EP- 
= ITHELIUM AND IN THE EPITHELIUM OF OTHER ORGANS 

^ (54) Bezeichnung: VERFAHRENUNDMTTTELZURBESTIMMUNG VONBESTIMMTENZUSTANDENBZW VERANDE- 
^ RUNGEN IM UTERUSEPITHEL UND IM EPITHEL ANDERER ORGANE 

ON 

ON (57) Abstract: The invention relates to a method and means for determining specific conditions or changes in the uterine mucosa 
or in the epithehum of other organs. The method permits the overexpression of mRNA of type I-p sub-units (p7 36 P6e) of human 
1^ chononic gonadotropin to be determined. P6e is a recently determined type I-p sub-unit. The determined P7, 36 and p6e expression 
^ IS used to mdicate the receptivity of the uterine mucosa to implantation of an embryo or to indicate neoblastic or tumorous changes 
m epithelia. ^ 

O (57) Zusammenfassung: Die Erfindung gibt ein Verfahren und Mittel zur Bestimmung von definierten ZustSnden oder Vei^de- 
!J rungen m der Uterusschleimhaut oder im Epithel anderer Organe an. Mit dem Verfahren wird die tJberexpression der mRNA von 
Q Typ-I-p-Untereinheiten (p7, p6, P6e) von humanen Choriongonadotropin bestimmt. p6e ist eine neu ermittelte Typ-I-p-UntereinheiL 
Anhand der ermittelten p7, P6, p6e-Expression kOnnen Aussagen iiber die Rezeptivitat der Uterusschleimhaut fUr die Implantation 
^ ernes Embryos oder neoblastische und tumorbse Veranderungen in Epithelien getixjflfen werden. 
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Verfahren und Mittel zur Bestimmung von bestimmten ZustSnden bzw. 
VerSnderungen im Uterusepithel und im Epithel anderer Organe 

Die Erfindung betrlfft Verfahren und Mittel zur Bestimmung von definierten Zustanden 
bzw. Veranderungen Im Uterus. Zustande des Utemsepithel oder Epithellen anderer 
Organe, die mit der Erfindung Insbesondere bestimmt werden sollen, sind die Rezeptivi- 
tat der Utemsschleimhaut fDr die Implantation eines Embryos oder neoblastische und 
tumorOse VerSnderungen. Anwendungsgebiet 1st die Medizin, Insbesondere die Gyna- 
kologie und die Onkologle. 

Humanes Choriongonadotropin (hCG) ist ein Honnon, dessen Konzentration wahrend 
der Schwangerschaften erhoht ist, und bei Schwangerschaftstests nachgewiesen wird. 
hCG besteht aus zwei Untereinheiten a-hCG und p-hCG in nicht-konvalenter Bindung. 
FQr die Untereinheit a-hCG ist ein Gen bekannt (Chromosom 6q21,1-q 23). FQr die 
Untereinheit (i-hCG sind 7 Gene liS, Ii7, B6, R5, R3, B1 und (i2 bekannt (Chromosom 
19q13.3). 

wahrend der Schwangerschaft werden durch Trophoblasten der GebSrmutter grOBere 
Mengen hCG-Dlmer und freie a-hCG- und p-hCG-MolekQIe geblldet und in das Blut 
sezemiert. Aber auch in einlgen nicht-trophoblastaren Geweben wird hCG bzw. seine 
Untereinheiten In geringen Mengen exprimiert (2-6). Auch im Blut nichtschwangerer 
gesunder Menschen werden daher hCG-Konzentrationen von hCG bis 1000 pg/ml und 
von p-hCG bis 100 pg/ml beobachtet (7, 8). Hohere p-hCG-Serumwerte deuten auf 
einen gonadalen oder nicht-gonadalen Tumor hin und kennzeichnen eine ungOnstige 
Prognose, wie bei Lungen-, Blasen-, Prostata-, Colon-, NIerenzell- und 
Mammakarzinom beschrieben (5, 9-13). 

Embryonales trophoblastares Gewebe exprimiert fast ausschlieRllch hCG p5, p8 und 
p3. Diese li-hCG Untereinheiten werden daher auch trophoblastares p-hCG (tp-hCG) 
oderTyp l-p-hCG genannt. 

hCG P7 und p6 - werden nun in-geringem Umfang in einigen nicht-trophoblastaren - 
Geweben, wie z. B. Mamma, Lunge, Prostata, Skelettmuskulatur, Blase, Colon, Uterus, 
exprimiert (17). Diese B-hCG Untereinheiten werden daher auch als nicht- 
trophoblastares p-hCG oder Typ ll-p-hCG bezeichnet. 
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wahrend die Untereinheiten des Typ ll-p-hCG (P5. ps und p3) an Position 117 (Exon 3) 
der Aminosauresequenz ein Aspartat (Asp. D) enthalten. entait Typ l-p-hCG (p7 und 
P6) an Position 117 ein Alanin (Ala, A). 

In der Vergangenheit sind verschiedene Studien mit dem Ziel durchgefOhrt worden, 
die (l-hCG-Transkripte In verschiedenen normalen und neoplastlschen Geweben nicht- 
troplnoblastarer Herl<unft mit semiquantitativer IVlethode nachzuweisen (5, 11. 12, 18). 
Diese IVIethoden zeigen. dass p-hCG in normaler Plazenta (19). gesunden Testes (6), 
aber aucli neoplastischen Testes (20) und neoplastischem Blasengewebe (21) 
transkriblert wird. In diesen Studien wird jedoch nicht zwisclien Typ l-p-hCG und Typ II- 
P-liCG unterschieden. 



In einer Arbeit (9) wird die Anwesenheit von hCG p7 in gesundem und von hCG ps. P5, 
P3 in malignem Blasengewebe durch spezifische Restrlktionsenzyme fur die Erkennung 
1 5 einzelner Transkripte nachgewlesen. 

Eine weitere Arbeit bestlmmt die Oberexpresslon von Typ ll-p-hCG (p5, ps, p3) in 
malignem transfomilertem nicht-trophoblastarem Gewebe durch den ermlttelten 
Transformationsindex, bestehend im VerhSitnis zwischen der Genexpresslon von 
hCG p5, p8, P3 zur Gesamtexpression alter p-hCG-Gene im selben Gewebe. Er wird 
mit Primern zwischen Exon 2 und Exon 3 erfasst. die die Punktmutation C1 17 in der C- 
temiinalen Region des phCG im Exon 3 erkennen (17). BIsher wird dIese Punktmutation 
Asp - Ala In Position 117 der p-hCG-Amlnosaureketten im genannten Quotient als 
diagnostlscher Parameter der neoplastlschen Transformationen genutzt. 



Eine Tumoridentlfizferung durch Analyse der Sekretionsprodukte. insbesondere der 
Nutzung des Typ ll-p-hCG als Indikator fur eine Krebserkrankung. zeigte eine 
fi-anzoslsche Arbeitsgruppe bereits 1996. Beschrieben wird von Bellet et al. (17), dass 
die p-Unterelnheit von hCG durch vier nicht-allele p-hCG-Gene codiert wircl. Zu den 
wesentlichen Erkenntnissen "gehort. dass die mallgne Transformation nlcht- 
trophoblastaren Gewebes stets mit der Expression von p-hCG-Genen verbunden ist, 
die normalenweise im Trophoblast transkriblert werden. Die Erforschung der p-hCG- 
Gene, die durch nicht-trophoblastares Gewebe exprlmlert weixlen. fQhrt zu dem 
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Ergebnis: normales nicht-trophoblastares Gewebe exprimiert hauptsSchlich p-hCG- 
Gene vom Typ I (hCG p7. p6). wahrend nach maligner Transformation auch p-hCG- 
Gene vom Typ II (hCG p5. p8, p3) exprimiert werelen. 

In US-PS 6.194.154 wind ein Verfahren zur Bestimmung der malignen Transfonnation 
humaner Zeilen beschrieben, das die Oberexpression von hCG p3, p5, p8 und p9- 
mRNA in malignen Zellen mit der Expression von hCG p7, p6 in nicht-malignen Zeilen 
vergleicht. Bestimmt wird auch die Steigerung der mRNA-Expression von hCG p3, p5, 
p8 und pg im Verhaitnis zur Gesamt-p-Genexpression in den malignen Zeilen. 
Weiterhin wird ausgefQhrt. dass die Punktmutation in der mRNA-Nukleotidsequenz von 
Position 775 fiir p5, ps. ps ein A und fOr p7, p6 ein C anzeigt und In der AmlnosSure- 
position 117 somit Aspartat (Asp. D) oder Alanin (Ala, A) codiert. Auf dieser Basis baut 
sich ein Testkit auf, der Verbreitung gefunden hat. 

WO 0190344 nimmt Bezug auf den Promotor. Enhancer und andere Regulatoren. die 
die Expression des Proteins p-hCG im testikulSren Katzinom kontroilieren. Weiterhin 
erfolgen AusfQhmngen zur Gentherapie unter Einschleusung von Promotorgen-p-hCG- 
DNA in verschiedene Zellen, z.B. in Liposomen. Das p-hCG-Protein wird in verschie- 
denen Tumorgeweben als diagnostlscher Parameter venA/endet. 

Aufgabe der Erfindung ist es, ein Verfahren und Mittel zur Bestimmung von definierten 
Zustanden bzw. VerSnderungen im Uterus und in anderen Organen. insbesondere der 
Uterusschleimhaut aber auch In den Epithellen anderer Organe, anzugeben. ZustSnde 
des Uterus die mit der Erfindung insbesondere bestimmt werden sollen, sind die 
Aufnahmebereitschaft der Uterusschleimhaut fur die Implantation eines Embryos oder 
neoplastische und tumorSse Veranderungen. 

Erflndungsgemaii wird die Aufgabe gelost durch ein Verfahren zur Bestimmung von 
definierten Zustanden bzw. Veranderungen im Uterus, bei dem mRNA aus einer Blut- 
und/oder Gewebeprobe isoliert wird iind in dieser Probe eine quantitative Messung der 
mRNA-Genexpression von p7-hCG und/oder p6-hCG und/oder p6e-hCG. 
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P6-hCG hat die Gensequenz (cDNA) gemali SEQ ID No 5 und p7-hCG gemaiX SEQ ID 
No 6. 

P6e-hCG ist eine uberrasohenderweise neu ermittelte Variante des Typ-l-p-hCG (p6 
Oder p7), mit einer Gensequenz (cDNA) gemau SEQ ID NO 7. Das p6e-hCG-Gen wird 
Im Endometrium exprimlert und codlert filr ein Protein gemSB SEQ ID No 17 oder SEQ 
ID No 18. 



In eIner bevorzugten Variante des erfindungsgemaRen Verfahrens wird als intemer 
Standard die Gesamt-RhCG-mRNA-Genexpression oder die mRNA-Genexpression 
10 einzelner oder aller Typ-ll-p-hCG-Untereinheiten (p5-hCG, p8-hCG, p3-hCG) 
gemessen. Die mRNA-Genexpression von p7-hCG- und/oder p6-hCG und/oder P6e- 
hCG wird zur Auswertung dann zu dem Referenzstandard In Relation gesetzt. 

Bevorzugt erfolgt die quantitative Messung der mRNA-Genexpression mittels 
quantltatlver RT-PCR. In dem bekannten Prozess der RT-PCR wird zunSchst mit Hllfe 
des Enzyms Reverse Transkriptase (RT) basierend auf der isollerten RNA 
komplementare DNA (cDNA) synthetlsiert. Als Primer fDr die RT wird ein Oligonucleotid 
mit einer poly-dT-Sequenz gewShlt (oligo-dT). Das ollgo-dT ist bevorzugt aus 10 bis 20 
Deoxythymidin (dT)-Monomeren aufgebaut Einzeine cDNAs werden in der 
anschllelienden PGR mit einem sequenzspezifischen Primerpaar amplifiziert. 



15 



20 



. Die Sequenz mindestens eines Primers wird dabei vorzugsweise so gewahit, dass der 
Primer mit einer p-hCG-cDNA-Sequenz hybridisert, die durch die Verbindung von 2 
Exons geblldet wird. Durch diese Auswahl wird erreicht, dass durch den Primer nur 
25 cDNA, jedoch nicht mogliche In der Probe enthaltene Verunreinlgungen an 
genomischer p-hCG-DNA amplifiziert werden. 

Als externer Standard wird bevorzugt eIne definierte IVIenge an mRNA oder auch cDNA 
von p7-hCG bzw. p5-hCG in einer parallel unter identischen Bedingungen 
30 durchgefQhrten Messung venvendet. - - 



Besonders bevorzugt wird die PGR als Real-time-PCR durchgefQhrt. Bekannte Real- 
time PGR Verfahren sind z. B. die TaqlVlan, FRET (Fluoreszenz-Resonanz-Energle- 
Transfer) und Beacon-Verfahren. Durch die Venvendung von Fluoreszenz-markierten 
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Pimern kann bei diesem Verfahren vorteilhaft das PCR-Produkt wShrend der PGR 
quantifiziert werden. 

Die Erfindung beansprucht auch die Real time-IVIessung als one tube-RT-PCR oder die 
Verwendung anderer l\/lethoden zur quantltativen Erfassung der Expression spezifischer 
Genl<opien neben SYBR Green I, wie zum Beipiel der Einsatz von genspezlfischen 
Oligonukleotiden als Hybridisierungsproben mit unterschiedliohen Farbstoff- oder 
Fluoreszenzmarker-Anbindung (TaqMan, FRET, Beacon). 

In einer besonders bevorzugten Variante des erflndungsgemailen Verfahrens wird 
basierend auf der durch die Reverse Transkriptase (RT) erhaltene cDNA in einem 
ersten PCR-Schritt mit mindestens einem ersten Primerpaar Gesamt-RhCG-cDNA 
amplifiziert. 

Die Amplifikation von Gesamt-BhCG wird dadurch en-eicht, dass dieses erste 
Primerpaar sowohl mit cDNA von Typ-ll-p-hCG-Unterelnheiten (p5-hCG, p8-hCG, p3- 
hCG), als auch Typ-l-p-hCG-Untereinheiten (p7 und p6 und p6e) hybridisiert . 

In einem anschlielienden zweiten PCR-Schritt wird mit mindestens einem dritten Primer 
die cDNA einzelner oder aller Typ-l-p-hCG-Untereinheiten (P7, p6, p6e) spezifisch 
amplifiziert. 

Damit im zweiten Schritt nur Typ-l-p-hCG und nicht Typ-ll-p-hCG amplifiziert wird, wird 
der dritte Primer so gewahit, dass er nur mit cDNA von p7-hCG und p6-hCG und p6e- 
hCG spezifisch hybridisiert, jedoch nicht mit cDNA von p5-hCG. p8-hCG und p3-hCG. 

Bevorzugt wird in dem zweiten PCR-Schritt, d. h. einer sogenannten ..nested PGR", 
zusatzllch mit mindestens einem vierten Primer die cDNA von mindestens einer oder 
mehreren Typ-ll-p-hCG-Untereinheiten (p5-hCG und/oder p8-hCG und/oder p3-hCG) 
spezifisch amplifiziert. Dazu wird der vierte Primer so gewahit, dass er mit cDNA von 
p5-hCG, p8-hCG und" pS-hCG spezifisch hybridisiert,-jedoch nicht mit cDNA von p7- 
hCG und p6-hCG und p6e-hCG. 



Die Primer fQr den zweiten Schritt der PCR kdnnen vor oder nach DurchfQhrung des 
ersten Schritts der PCR zugegeben werden. 
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Die dritten und vierten Primer sind vorzugsweise mit unterschledlichen 
MarkermolekOlen versehen. die eine Untersclieidung zwisclien den PCR-Produkten, die 
durch die Amplifil<ation mit dem dritten und vierten Primer gebildet werden, 
ermSglichen. 



Bevorzugt wird als erster Primer des ersten Primerpaars zur Amplifil<ation von Gesamt- 
lihCG ein 10 bis 30 Basenpaar-langes DNA-Oligonukleotid aus Exon 1 des lihCG 
gewahit. Ein derart bevorzugter Primer hat die Sequenz gemSU SEQ ID NO 1. 

Bevorzugt wird als zweiter Primer des ersten Primerpaars zur Amplifil<ation von 
Gesamt-BhCG ein 10 bis 30 Basenpaar-langes DNA-Oligonukleotid der 
komplementaren Sequenz von Exon 3 des fihCG gewShlt. Ein derart bevorzugter 
Primer hat die Sequenz gemali SEQ ID NO 2. 

Weitere bevorzugte Primer fCir das Primerpaar zur Amplifikation von Gesamt-lihCG sInd 
Primer mit Sequenzen gemSli SEQ ID NO 11 und SEQ ID NO 14. 

Als dritter Primer zur spezifischen Amplifikation von Typ-l-BhCG wird bevorzugt ein 10 
bis 30 Basenpaar-langes DNA-Oligonukleotid aus dem Bereich des B7-hCG gewahlt. 
Ein derart bevorzugter Primer hat die DNA-Sequenz gemaB SEQ ID NO 3. Weitere 
bevorzugte Primer zur spezifischen Amplifikation von Typ-l-lihCG sind Primer mit 
Sequenzen gemaii SEQ ID NO 9, SEQ ID NO 10. SEQ ID NO 13 und SEQ ID NO 16. 

Als vierter Primer zur spezifischen Amplifikation von Typ-(i-lihCG wird bevorzugt ein 10 
bis 30 Basenpaar-langes DNA-Oligonukleotid aus dem Bereich des (i5-hCG gewahlt. 
Ein derart bevorzugter Primer hat die DNA-Sequenz gemafi SEQ ID NO 4. Weitere 
bevorzugte Primer zur spezifischen Amplifikation von Typ-li-UhCG sind Primer mit 
Sequenzen gemali SEQ ID NO 8, SEQ ID NO 12 und SEQ ID NO 15. 

FQr die bevorzugte Realttime-PCR ist mindestens einer der Primer fluoreszenzmarkiert. 
Besonders bevorzugt ist der dritte Primer mit einem solchen Fluoreszenzmarker" 
versehen um eine Quantifizlerung der amplifizierten Typ-l-IShCG cDNA wSihrend der 
PGR zu emieglichen. 
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Bevorzugt ist auch einer der beiden Primer des ersten Primerpaars und gegebenenfalls 
der vierte Primer mit Fluoreszenzmarkem versehen. wobel sich jedoch die Marker 
dieser Primer untereinander und zu Primer 1 in Ihren Adsorptions- und/oder 
Emmissionspektren unterschieiden. 
5 Durch diese unterschiedlichen Fluoreszenzmari<er wird eine parallele Quantifizieaing 
der amplifizierten Typ-l-fthCG cDNA und gegebenenfalls Typ-ll-BhCG cDNA wahrend 
der PGR und ein Verglelch mit der Gesamt-UhCG cDNA m6glich. 

Das erfindungsgemaiie Verfahren wird anhand des Flussschemas aus Fig. 1 eriSutert. 
10 Der in Fig.1 verwendete Primer 1 (Amplifikation von Gesamt-BhCG) ist nicht maridert. 
Primer 2 (Amplifikation von Gesamt-RhCG) enthalt den Fluoreszenzmarker NED. 

Der in Fig.1 zur Amplifikation von Typ-l-p-hCG (p7. p6, p6e) venvendete Primer 3 ist 
mit 6-FAM markiert. Primer 4 zur Amplifikation von Typ-ll-p-hCG (P5, p8. p3) enthSIt 
1 5 den Fluoreszenzmarker HEX. 

Die Auswahil der Primer ist in Fig. 2 dargestellt. 
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Fig. 2 zeigt ein Sequenzalignment der Sequenzen pS-hCG („CG5"), p7-fiCG („CG 6"), 
p7-hCG rCG7") und p7-hCG (..Endo"). * bezeichnet den Transkriptionsstart, ** 
bezeiclinet den Translatlonsstart. 



Die Ziffern Dber den Nukleinsauresequenzen bezeiciinen die Aminosaurepositlonen des 
codierten Proteins. Durch Unterstreichung sind die Sequenzbereiche mari<iert. die mit 
25 den Primern liybridisieren. 

Die Ollgonukleotid-Primerpaare 1 und 2, gemaB SEQ ID No 1 und No 2, 1 und 11, 
gemaii SEQ ID Nol und No11. sowie 14 und 2. gemSB SEQ ID No 14 und No2 des 
Sequenzprotokolls wurden derart ausgewahlt. dass sie unter Venvehdung der Gesamt- 
30 RNA..und .der RT-PCR-Methode In einem ersten. Ampliflkationsschritt die Sumrae.aller 
BhCG-Transkripte Ii5. B8, R3 und auch R7. B6 in gleicher Effizienz darstellen. Diese 
genannten Primerpaare schlieBen die liLH-Amplifikation wegen differenter 
Nukleotidsequenzfolgen aus. 
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Im folgenden nested PCR-Schritt oder unter Verwendung der Real time RT-PCR- 
Quantifizierungsmethode wird unter Venwendung der Primer 3 und 2, Primer 9 bzw. 10 
und 2, Primer 13 und 11 sowie Primer 16 und 12 das Transkript Q>7, Ii6, B6e und mit 
Primer 4 und 2, Primer 8 und 2, Primer 12 und 11 sowie Primer 15 und 2 das 
Transl<ript Q>5, B8, B3 amplifiziert. 

Durcli den Primer 9 mit der Sequenz gem§B SEQ ID NO 9 wird nur p6-hCG und nicht 
p7-hCG und p6e-hCG amplifiziert. 

Durch den Primer 10 mit der Sequenz gemaB SEQ ID NO 10 wird nur p7-hCG und p6e- 
hCG amplifiziert und nicht p6-hCG amplifiziert. 

Durch den Primer 13 mit der Sequenz gemSB SEQ ID NO 13 wird nur p7-hCG und p6- 
hCG und nicht p6e-hCG amplifelert. 

Durch eine parallele VervielfSltigung von cDNA mit den Primern 9, 10 und 13 (mit den 
Sequenzen SEQ ID NO 9 und/oder SEQ ID NO 10 und/oder SEQ ID NO 13) kann 
Oberraschend zwischen der mRNA-Expression von p7-hCG und p6-hCG und p6e 
unterschieden werden. 

Dazu wird bevorzugt eine RT-PCR durchgefuhrt. die der oben beschriebenen iVIethode 
zur Unterscheidung der Expression von Typ I und Typ II p-hCG entspricht, mit dem 
Unterschled, dass Im zweiten Schritt zwel unterscheidlichlich maricierte Primer aus der 
Gruppe der Sequenzen SEQ ID NO 9, SEQ ID NO 10, SEQ ID NO 13 verwendet 
werden. 



Die Erfindung liefert ein IVIodell fQr tumorspezifische Gentranskription speziell eines 
neuen Promoters phCG, der nur in verschiedenen Tumorgeweben aktiviert wird, 
einschiiefllich, aber nicht begrenzt auf das testikulare Karzinom. Die Erfindung gibt auch 
MeJthoden zur Analyse der Promotorexpression Typ-i-p-hCG-Unfereirih"eiteri iirid Typ-ll- 
p-hCG-Untereinheitep an. Dazu wird eine PGR Primer 15 und 16 (SEQ ID NO 15, SEQ 
ID NO 16) die mit dem Promoterbereich hybridisieren durchgefOhrt. 
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Zur DurchfQhrung des erfindungsgemalien Verfahrens mittels RT-PCR wird bevorzugt 
ein Diagnostischer Kit verwendet, jewells eine Menge der folgenden Bestandtelle 
enthSit: 

1 . far die cDNA-Synthese: 

a. ) Oligo-dT; 

b. ) Reverse Transkriptase; 

2. fQr die PGR: 

c. ) mindestens zwei Primer, die mit cDNA einer oder mehrerer Typ-ll- 

P-hCG-Untereinheiten Typ-l-p-hCG (p7, p6, ep6) hybridlsleren, wobel 
mindestens einer der beiden Primer sequenzspezifiscli fQr Typ-I- 
p-hCG. ist, d. h. nicht mit Typ-ll-p-liCG (P5, p8, p3) hybridlsiert; 

d. ) eine Uber 80°C bestandige DNA-Polymerase, wie z. B. taq-Polymerase; 

sowie entsprecliende Reaktionspuffer. 

Zusammensetzungen derartiger Reaktionspuffer sind dem Fachmann bekannt und 
entlialten Qbllchenveise RNAse-lnhibltor und fDr als Bausteine fur die Polymerase 
dNTPs, sowIe eine Menge zweiwertiger Kationen, wie Mg2+. 

Vorzugsweise enthalt der diagnostlsclie Kit eine Menge eines ersten Primerpaars, das 
sowohl mit oDNA von Typ-ll-p-hCG (p5. p8. P3) als auch Typ-l-p-hCG (P7, p6 und p6e) 
hybridlsiert und einen dritten Primer, der sequenzspezlfisch fQr Typ-l-p-hCG Ist, also 
nicht mit Typ-ll-p-hCG (pS, pS, p3) hybridlsiert. 

Bevorzugt wird als erster Primer des ersten Primerpaars zur Ampllfikation von Gesamt- 
BhCG ein 10 bis 30 Basenpaar-langes DNA-Ollgonukleotid aus Exon 1 des lihCG 
gewShlt. Ein derart bevorzugter Primer hat die DNA-Sequenz gem§B SEQ ID NO 1 . 

Bevorzugt wird als zweiter Primer des ersten Primerpaars zur Amplifikation von 
Gesamt-UhCG ein 10 bis 30 Basenpaar-langes DNA-Oligonukleotid der komplentaren 
Sequenz von Exon 3 des BhCG gewahlt. Ein derart bevorzugter Primer hat die DNA- 
Sequenz gemaii SEQ ID NO 2. 
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Weitere bevorzugte Primer fur das Primerpaar zur Amplifikation von Gesamt-lihCG sind 
Primer mit Sequenzen gema(i SEQ ID NO 1 1 und SEQ ID NO 14. 

Als dritter Primer zur spezlfischen Amplifikation von Typ-l-BhCG wird bevorzugt ein 10 
bis 30 Basenpaar-langes DNA-OIigonukleotid aus dem (bitte erg§nzen) Bereich des 0,7- 
hCG gewahlt. Ein derart bevorzugter Primer hat die DNA-Sequenz gemSli SEQ ID NO 
3. 

In einer Bevorzugten AusfOhrungsform enthalt der diagnostische Kit eien IVlenge eines 
vierten Primers, der mit cDNA von Typ-l-p-hCG spezifiscli liybridisiert, jedoch niciit mit 
cDNA von Typ-ll-p-hCG. Weitere bevorzugte Primer zur spezifisciien Amplifikation von 
Typ-l-iihCG sind Primer mit Sequenzen gemaR SEQ ID NO 9, SEQ ID NO 10, SEQ ID 
NO 13 und SEQ ID NO 16. 

Als vierter Primer zur spezlfischen Amplifikation von Typ-ll-BhCG wird bevorzugt ein 10 
bis 30 Basenpaar-langes DNA-OIigonukleotid aus dem (bitte erg§nzen) Bereich des 65- 
hCG gewShlt. Ein derart bevorzugter Primer hat die DNA-Sequenz gemafi SEQ ID NO 
4. Weitere bevorzugte Primer zur spezlfischen Amplifikation von Typ-ll-BhCG sind 
Primer mit Sequenzen gemSB SEQ ID NO 8, SEQ ID NO 12 und SEQ ID NO 15. 

Bevorzugt ist mindestens einer der Primer fluoreszenzmari<iert. Dies erm6glicht die 
DurchfQhrung einer Real-time-PCR. 

Besonders bevorzugt sind ein Primer des ersten Primerpaars, der dritte Primer und 
gegebenenfalls der vierte Primer mit Fluoreszenzmarkem, die sich in ihren Adsorptions- 
und/oder Emmissionspektren zueinander unterscheiden, zu versehen. 

Bestandteii der Erfindung sind auch die Primersequenzen mit den Sequenzen gemSB 
SEQ ID NO 3 und SEQ ID NO 4 sowie SEQ ID NO 8 bis SEQ ID NO 16. 

Das Verfahren wird erfindungsgemSIX zur Bestimmung von definierten ZustSnden oder 
Veranderungen im Uterus verwendet. 
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Mit dem erfindungsgemaaen Verfahren konnen die Aufnahmebereitschaft der 
Uterusschleimhaut fOr die Implantation eines Embryos oder auch neoplastische und 
tumorSse Veranderungen festgestellt warden. 

Eine bevorzugte Verwendung des Verfahrens 1st die Verwendung zur Diagnostik der 
Rezeptivltat der Uterusschleimhaut (Implantationsdiagnostik). 

Unter der Diagnostik der Rezeptivitat der Utemsschleimhaut wird im Sinne der 
vorliegenden Erfindung das Feststellen von optimalen Implantationsbedingungen, d. h. 
das Erkennen der Moglichkeit verstanden, dass fur eine befruchtete Eizelle in der 
Uterusschleimhaut optlmale Bedingungen bestehen, sich einzubetten und dort 
nachfolgend zu wachsen. 



Der Erfindung liegt die wissenschaftliche Erkenntnis zugrunde, dass die H6he der 
Expression der Gene von Typ-l-p-hCG 07, p6, ep6) im nomnalen sekretorischen 
Epithelium der Uterusschleimhaut (Endometrium) oder in den mononukleSren Zellen 
des peripheren Blutes ein zuveriasslger Indlkator fQr eine mOgliche erFolgreiche 
Implantation darstellen. Umso hflher die Expression umso besser sind die Chancen fur 
eine erfolgreiche Implantation einer befruchteten Eizelle oder eines Embryos. 

Der erfindungsgemaiien Venwendung liegt die wissenschaftliche Erkenntnis zugrunde, 
dass ein zuverlassiger Indikator fur eine mogliche erfolgreiche Implantation die 
Bewertung des Anteils der exprimierten 5'-nichttranslatierenden Promotorsequenzen 
des phCG (Exon 1) von phCG-Gen p7, p6 absolut oder relativ zu p5, p8, p3 darstellt. 

Die Gene hCG p7 und p6 des Genclusters werden hauptsachlich im normalen sekreto- 
rischen Epithelium der Uterusschleimhaut exprimlert. Die Gene hCG p5, p8, p3 des 
Genclusters werden im nomnalen Trophoblast und im karzlnom-transformierten Epithel 
exprimiert. Lymphozyten (CD3), Natural Killer Zellen und Monozyten (CD14) 
expriraleren bei Nonnalpersonen hCG p5 

Zur erfindungsgemaften Diagnostik der Rezeptivitat der Utemsschleimhaut ist die 
Bestimmung der Expression von hCG und des allelen Gens p7 erforderlich. Es wurde 
erkannt, dass der Gehalt an p6- und p7-hCG von im kSrpereigenen epithelialen 
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Gewebe oder Blutzellen den Erfolg einer Implantation wesentlich bestimmt, und dass 
deshalb die Kenntnis der Menge an hCG p7 und p6 absolut oder relatlv betrachtet in 
Kenntnis des Quotienten aus liCG p7. p6 als Zahler und hCG pS. p8, p3 als Nenner 
AufscliluB Qber den erfolgversprechenden Implantationsmoment gibt. 

Zur Bestimmung des hCG p7, p6, p6e und des hCG p5, p8, p3-Anteils ist die 
quantitative RT-PCR geeignet. 

Zur Diagnostik der Rezeptivitat der Uterusschleimhaut wird einer Patientin 
vorzugsweise Gewebe vom Endometrium oder von der Zervixsclileimhaut oder 
Peripherblut entnommen wird und die Analyse der mRNA-Expresslon in dieser Blut- 
oder Gewebeprobe mit dem erfindungsgemSBen verfahren bestimmt. Aus der H6he der 
emilttelten mRNA-Expression von p7-hCG und/oder p6-hCG und/oder ep6-hCG 
konnen dann RQcksclilQsse auf die Aufnahmebereitscliaft der Gebannutter fQr einen 
Embryo im aktuellen oder Folgezyklus getroffen werden. 

Dazu werden bevorzugt 4 bis 6 Tage nach der Ovulation Zellen mit einem Minikatheter 
aus der Geb§rmutterhohle, mit einem Wattebausch aus dem Zervikalkanal oder mit 
einem Holzspatel von der Mundschleimhaut Zellen gewonnen bzw. peripheres EDTA- 
bzw. Heparinblut entnommen. Aus den aufgenommenen Zellen wird die mRNA BhCG 
isoliert, durch RT-PCR cDNA hergestellt, die cDNA amplifiziert und quantitativ 
bestimmt. 



Die Herstellung und Ampllfikation der cDNA aus der mRNA erfolgt vorzugsweise durch 
Real time-Messung in einer one tube-RT-PCR. Alternativ werden anderer Methoden zur 
erfindungsgemaiien quantitativen Erfessung der Expression von spezifischer 
Genkopien venwendet, vorzugsweise unter Einsatz von genspezlfischen 
Oligonukleotiden als Hybridlsierungsproben mit unterschiedlichen Farbstoff- oder 
Fluoreszenzmarker-Anbindung (TaqMan, FRET, Beacon). 

Ein positiver Nachwels der mRNA von (i6-hCG, (l7-hCG oder (J6e-hCG zeigt an, dass 
sich das Endometrium in Richtung einer Implantationsreife differenziert. 



wo 2004/058999 Jj^ ^ PCT/DE2003/004293 

13 

Eine weitere bevorzugte Verwendung des Verfahrens 1st die Verwendung zur 
retrospektiven Diagnostik der RezeptlvitSt der Uterusschlelmhaut. Unter retrospektiven 
Implantationsdiagnostik wird Im Sinne der voriiegenden Erfindung verstanden. das im 
vergangen Zyklus optimale Implantationsbedingungen bestanden habeh. Ober die 
Aussage der Implantationsbedingungen im vergangenen Zyklus lassen sich Prognosen 
Qber die Implantationsbedingungen, d. h. die Aufnahmebereltschaft der Gebarmutterftir 
eine befmchtete Eizelle Oder einen Embryo, im Folgezyklus machen. 

Zur retrospektiven Diagnostik der Rezeptivitat der Uterusschleimhaut wird prinzipiell, 
wie zur vorbereitenden Implantationsdiagnostik verfahren, mit dem Unterschied, dass 
die Analyse der Q>6- und fl7-hCG-Expressslon in einer Probe von Menstrualblut erfolgt. 
Im Menstmalblut sind ausreichend Zellen des Endometrium vorhanden, die eine 
Analyse ermdglichen. 

Der Vorteil der Analyse im Menstrualblut gegenQber der zuvor beschriebenen Methode, 
liegt darin, dass sle nicht invasiv ist. Es muss weder Peripherblut noch eine 
Gewebeprobe aus der GebSnnutter entnommen werden. 

Eine weitere bevorzugte Venvendung des Verfahrens ist die Anwendung zur 
Tumordiagnostik. 

Der erfindungsgemaiien Venwendung liegt die wissenschaftliche Erkenntnis zugrunde, 
dass ein zuverlMssiger Indikator fOr das Vorhandensein und das Wachstum von Tumor- 
zellen die Bewertung des Anteils exprimierter 5'-nichttranslatierenden Promotorsequen- 
zen des phCG (Exon 1) von phCG-Gen p7, p6 zu p5. p8, p3 darstellt, die sich in diesem 
Genausschnitt in einer Vielzahl von Nukleotiddifferenzen unterscheiden. 

Im Unterschied zur Mutation eines einzigen Nukleotides im Codons 117 des vorbe- 
schriebenen CI 17-Assays (Exon 3) differieren die phCG-Gene p7, p6 zu denen von p5, 
p8,-p3 in diesem Genabschnitt des phCG-Promotongena (Exon 1.) in einer. hohen AnzabI 
von Nukleotlden. zwischen Gen 5 und Gen 7 mit n=20 und mit den gewahlten Primern 
n=12. Aullerdem wird mit dem einbezogenen Exon 1 der moglicherweise verfaischende 
Anteil der Genexpression hCG pi und p2 fQr die Gesamtexpression aller phCG-Gene 
verhindert. 
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Bevorzugt werden zum Nachweis von Uteruskarzlnomen einer Patlentin Gewebe von 
Endometrium oder Zervix entnommen und die mRNA-Expression in dieser 
Gewebeprobe mit dem erfindungsgemalSen Verfahren analysiert. 

Vorzugsweise werden die Werte der mRNA-Expression in Tumorgewebe mit den 
Werten der mRNA-Expression in gesundem Gewebe vergllchen. 

In einer besonders bevorzugten Variante der Verwendung wird dazu der Wert der 
mRNA-Expression von p7-liCG und/oder p6-hCG und/oder (36e hCG durcli die Summe 
der Expression mRNA-Expression von Gesamt-piiCG geteilt und aus der Hohe des so 
erhaltenen Quotienten RQcl<schlUsse auf den Grad der Bdsartigkeit des Tumors 
getroffen. 

Es wurde gefunden, dass in einlgen neoplastischen und tumortSsen nicht- 
troplioblastaren Geweben verstSrict hCG p5, p8, p3 und im neoplastischen Troplioblast 
zusatzlicli hCG p7, p6 exprimiert werden. 

Die Erfindung wird nachstehend in Ausfuhrungsbelspielen naiier erlSutert, ohne 
auf diese besclirankt zu sein. Dabei zelgen: 

AusfQhrungsbelspiel 1 : RT-PCR mit fluoreszenzmarkierten Primem zur Diagnostik der 
Rezeptivitat der Uterusschleimhaut fDr eine Embryoimplantation 

AusfQiimngsbeispiel 2: RT-PCR mit niclit-markierten Primem zur Diagnostik der 
Rezeptivitat der Uterusschleimhaut fiir eine Embryoimplantation 

AusfQhrungsbeispiel 3: RT-PCR mit nicht-markierten Primem zur retrospektiven 
Diagnostik der Rezeptivitat der Uterusschleimhaut fDr eine Embryoimplantation 

AusfQhrungsbeispiel 4: RT-PCR mit nicht-markierten Primem zur zur Tumordiagnostik 

AusfQhmngsbelspiel 5: RT-PCR mit fluoreszenzmarkierten Primern zur 
Tumordiagnostik 

AusfOhrungsbeispiel 6: RT-PCR mit fluoreszenzmarkierten Primem zur 
Tumordiagnostik 
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Ausfuhrungsbeispiel 1: 

Zur Diagnostik der Rezeptivitat der Uterusschleimhaut werden der Patientin Zellen mit 
einem Minikatheter aus der GebarmutterhShle Oder mit einem Wattebausch aus der 
Zervix oder mit einem Holzspatel von der Mundschleimhaut entnommen. Die Zellen 
werden bis zur Weiterverarbeitung sofort bei minus 80° C eingefroren und gelagert. Zur 
Analyse wird aus den aufgenommenen Zellen eine Trizol-RNA-Extraktion durchgefDhrt, 
die cDNA des endometrialen hCG im nachfolgenden RT-PCR-ProzelS spezlfisch 
amplifiziert und quantitativ erfallt. 

Es kann davon ausgegangen werden, dass die Anwesenheit von hCG Q>7, R,6 und (I6e 
ein Indikator fQr eine optimale Implantation darstellt. Das Fehlen von iiCG 117, Ii6 und 
Ii6e zeigt das Gegenteil an: eine mogliche Implantation ist in diesem Zyklus nicht zu 
erwarten. Von besonderer Bedeutung ist der Fakt, dass mit der fShCG-Diagnostik 
fehlendes oder hochaufgebautes sekretorisches Endometrium erkannt werden kann, so 
dass die Diagnose auch einen Therapiehinweis gibt. Zu beachten Ist, dass hCG 66 und 
(i6e im wesentlichen durcli hCG (i7 reprSsentlert werden kann (sechs 
Nukleotiddifferenzen im Exon 1 zu 24 Nukleotiddlfferenzen zwischen p7 und p5). Mit 
der Im Sequenzprotokoll angegebenen Auswahl versohiedener Primer k<Jnnen die hCG 
P7, p6, p6e-Anteile summarisch, aber auch fOr hCG p7 und hCG p6 direkt bestimmt 
werden. Andererseits kann der Nachwels von geringem bis erfiohtem hCG Ii5, 0.8, und 
B3 Im endometrialen Gewebe oder deren Zellen einen Hinweis auf eine 
Tumorerkrankung darstellen. Die Gewebeproben konnen auch analog nach der 
Methode der fraktionierten Abrasio gewonnen werden. 

Endometrlales Gewebe (10-30 mg) oder Zellen dieser Herkunft werden sofort nach 
Entnahme in FIQssigstickstoff oder bei -80° C eingefroren. FQr die Unterauchung der 
drei exprimierten Anteile hCG B7, B6 und Il6e sowie hCG US, fl5, li3 urid Gesamt- 
lihCG wird die Total-RNA mit Trizol extrahlert und etwa 1 pg der RNA fQr 60 min be! 
42° C unter Standardbedlngungen und Einsatz von Oligo-dT(15)-Primer reverse- 
transkribiert. 

In diesem AusfQhnjngsbelspiel wird zur Diagnostik der Rezeptivitat der 
Utemsschleimhaut der Antell der genspezlfisch exprimierten phCG-Amplifikate p7, p6, 
P6e Im Endometrium zum Gesamt-hCG-Anteil von hCG p7, p6 plus hCG p5, p8, p3 
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bewertet. Dazu wird die nested RT-PCR-Methode benutzt, die im ersten RT-PCR- 
Schritt den Gesamtanteil von phCG mit spezifischen Primem und dam 
Fluoreszenznnarker 1 und im folgenden nested PCR-Schritt nnit diesem Produkt einmal 
hCG p7, p6, p6e mit Fluoreszenzmarker 2 und hCG p5. p8, p3 mit Fluoreszenzmarlcer 3 
vemiilit. Ein Software-Programm berechnet als Quotient den Anteil von hCG p7, p6, 
P6e zum Gesamtanteil des phCG. 

Nutzung von Methoden: Gewebeentnahme zur Diagnostik, Lagerung in FIQssigstick- 
stoff, RNA-Extraktion (23), RT-PCR mit fluoreszenzmarkiertem Primerpaar, Erfassung 
der Gesamt-UhCG-Expresslon (15, Q>8, Q>3 und B7, B6 und R6e Qber Exon1. Exon 2 und 
Exon 3, nested PCR-Methode mit unterschiedlich fluoreszenzmarkierten Primem 
jeweils fUr den B7, (16, (i6e- und eventuell (i5, (i8. R3-Anteil; quantitative Auswertung als 
Quotient von (X7, R6, (l6e-Fluoreszenzanteil zum Gesamt-hCG-Antell (17. (i6- plus li5, 
(i8, ft3-Anteil fQr die Bewertung des hochaufgebauten sekretorisclien endometrialen 
Gewebes, Ergebnis 1 bei Nonnalgewebe und Ergebnls > 0 bis 1 unterwertigem oder 
fehlenden sekretorisch trandfomriierten Gewebes Im AusfQhaingsbeisplel 1; oder aber 
die absolute quantitative Auswertung der exprimlerten Kopienzahlen fQr die 
genspezlfischen ahCG-Amplifikate Ii7. (16, (I6e und Gesamt-dhCG nach Real time-RT- 
PCR im Vergleich zu BhCG-sequenz-spezifischen Kalibratoren bei nicht-fluoreszenz- 
markierten Primem und unter Venvendung von Standardmethoden fOr die Bewertung 
des normalen und neoblastischen Gewebes wie im Ausfulirungsbeispiel 2. 

Nutzung von Geraten und Material: Gewebe in FIQssigstickstoff, Ultra Turrax- 
Gewebehomogenisation, Trizol-RNA-Extraktion, RT-PCR am Thermocycler, 
Fluoreszenzmessung des cDNA-Ampllfikates am DNA Sequencer ABI 373A, Software 
Genescan 672 Fragment Analysis zur Auswertung, FIQssigstickstoff. Trizol, cDNA- 
Synthese-Kit. PCR-AmpllflkatlonskIt, lihCG-Primer fQr Gesamt-lihCG-Ampliflkation und 
nested PGR fQr Ii7, IS6. (I6e und (i5. (iS, (i3 zum Tell fluoreszenzmarkiert. 

Beschreibung der.Methode fQr.Ausabnjjngsb.eispisl t. Extraktlon der Gesamt-RNA: Das . 
frische Gewebematerial wIrd sofort nach der Entnahme In FIQssigstickstoff eingefroren. 
Die Gesamt-RNA wIrd mit der Methode nach Chomczynski und Sacchi (24) extrahiert, 
die gewonnene RNA spektrophotometrisch bei 260 nm / 280 nm quantlflziert, sofort 
weiterbearbeltet oder bei - 80° C gelagert. 
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Reverse-Transkription: 1 [ig Gesamt-RNA wird in einem Reaktionsmix mit dem 
Totalvolumen von 5 pi nach der Standardmethode transkribiert: 10 mM Tris-HCI, 
pH8,3. 50 mM KCI. 5 mM MgCb. 1mM jedes dNTP (dATP, dTTP, dCTP, dGTP), 
200 ng Oligo dT-Primer pdT15. 12.5 U RNAse Inhibitor. 2.5 U AMV-Revertase. 
Inkubatton des Reaktlonsgemisches fQr 10 min bei 25 "C (Hybridlsierung des Primers), 
30 min bei 42''C (Reversetranskription) und 5 min bei 95 °C (Denaturierung der 
Revertase und des RNAse-lnhibitors) sowie AbkQIilen auf 4 "C. 

PCR-Amplifikation dergesamten BhCG-Transkripte: Zum cDNA-Produkt wird im selben 
Tube der PCR-Mix von 20 pi im Gesamtvolumen von 25 \il fOr die Amplifikation des 
Gesamt-dhCG-Transkriptes zugegeben: Endkonzentratlon von 10 mM Tris-HCI mit pH 
8,3, 50 mM KCI, 1 ,5 mM MgCb, 200 [^M dNTP, je 5 pmol der beiden gewahlten Primer 
und 2,5 U Taq-DNA-Polymerase. Die Amplifikationsbedingungen sind nach vorheriger 3 
min-lnkubation bei 95 °C dann 30 sec 95 "C, 30 sec 60 "C, 60 sec 72 "C fQr 35 Zyklen 
mit abschlielienden 7 min bei 72 "C und schnellem AbkOhlen auf 4 "C. 

Nested PGR fur RhCG R7, &6- und R5. R8, R3-Transkripte: 2 pi des 1:10.000 
verdQnnten PCR-Produktes werden zu einem Gesamtvolumen von 20 \x\ in ein PCR- 
Mix mit dem Endvolumen von 10 mM Tris-HCI. pH 8,3, 10 mM KCI. 3 mM MgCb, 50 \M 
dNTP. 0.1 pmol Primer 2. 0,1 pmol Primer 3, 0.1 pmol des Primers 4 und 2 U Taq DNA 
Polymerase (Stoffel-Fragment) zugefugt. Die Reaktion wlixl iiber 5 Zyklen am 
Themiocycler fDr je 30 sec bei 95 "C und 30 sec bei 65 °C durchgefuhrt. Die nested 
PCR Reaktion wind auch mit Taq DNA Polymerase unter Standardbedingungen 
durchgefuhrt. 

Das erhaltene Produkt enthait die zwei Amplifikationsprodukte fur BhCG B7, Ii6, B6e 
und eventuell von hCG fi5. (i8, IS3 mit je einem differenten Fluoreszenzmarker fur 
Primer 4 und Primer 3, und beide Transkripte enthalten zusatzlich einen dritten 
gemeinsamen Fluoreszenzmari<er des Primere 2. 



FQr die Analyse am DNA Sequenzer (Peridn-Elmer Modell 373A oder vergleichbare 
Modelle) werden 2.5 \A des Produktes mit 2 \A Loading buffer und 0,5 |jl Genescan Size 
Marker und der Elpho bei 8 % Acrylamid, 6 M Hamstoff und TBE-Puffer fQr 1 Stunde 
unterzogen. Die Ergebnisse werden mit der GeneScan 672 Software (Peri<ln-Elmer) 
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analysiert unter Verwendung der ermittelten Fluoreszenzen fOr Gesamt-BhCG- 
Transkripte und den 117, Ii6, Il6e- sowie eventuell den S5, US, (13-Fragmenten. 

Der Transkriptionsindex wird, wie bei Bellet et al. (17) beschrieben nach dieser Methode 
errechnet, 

AusfUhrungsbeispiel 2 

In diesem AusfQhmngsbeispiel wird zur Diagnostik der RezeptivitSt der 
Uterusschleimhaut die absolute quantitative Auswertung der exprimierten Kopienzahlen 
fur die genspezifischen BhCG-Amplifikate fi7, Ii6. Il6e und eventuell BhCG (15, Q>8, (i3 
nach Real time-RT-PCR im Vergleich zu RhCG-spezifischen Kalibratoren bel nicht- 
fluoreszenzmarkierten RhCG-Primem fur die Bewertung des normalen 
hochaufgebauten Oder untenvertigen oder fehlenden sekretorisch transfonnierten 
endemetrialen Gewebes dargestellt. 



Zur quantitatlven Bestlmmung der drei obengenannten lihCG-Expresslonsanteile wird 
die Real time-PCR am Light Cycler (Roche) oder verglelchbaren Geraten anderer 
Firmen wie Applied Biosystems fQr die Ampllfikatlon der Tumor-cDNA eingesetzt. FOr 
die Synthese der RNA- Standards der drel RhCG-Expresslonsantetle fi7, 116, Ii6e sowie 
eventuell 0,5, 118, US und das Gesamt-BhCG werden die drei zugehSrigen 
Kalibratlonsfragmente unter Standard-PCR-Bedingungen aus endo-metrialer, 
plazentarer und Tumor-cDNA amplifiziert. Dafiir werden wieder die drei genannten, jetzt 
unmarkierten fihCG Typ II (Ii8, (i5, 113) -, lihCG Typ I (ft7, 116) - und Gesamt-RhCG- 
spezifischen fonward-hCG-Primer (Primer 1, 3, 4 oder andere) mit dem gemeinsamen 
reverse-fthCG-Primer (Primer 2 oder andere) benutzt. Die erhaltenen PCR-Produkte 
werden im Plasmid-Vector pGEM-T geklont. Unter Venvendung der T7- und Sp6- 
Promotoren der pGEM-T-Vectors dient das Plasmid als Template fQr die in vitro-Bildung 
von RNA entsprechend des Herstellerprotokolls. Die gebildeten Standard-RNA werden 
gerelnigt und seine Konzentration vermessen. 

Die Real time-PCR-Amplifikation am Light-Cycler (Roche) oder ABI-Systemen (Applied 
Biosystems) bestimmt die Anzahl der gebildeten Genkoplen fQr die zwei 
genspezifischen BhCG-Expressionsgruppen Typ II ((SB, (15, Q>3) und Typ I ((i7, 0,6) 
sowie Gesamt-lihCG im endemetrialen Gewebe und in den RNA-Standards und unter 
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Verwendung von den Primem 8. 9. 10 gegen 2 kSnnen auch die Einzelanteile von IS5. 
116 und R7 erfaSt und absolut quantifiziert werden. Die PCR-Reaktion erfolgt Im 20 mI- 
Reaktionsvolumen in den Endlconzentrationen von 1 x PCR-Puffer von 50 mlVI Tris-HCI 
(PH 8.3). 200 MM dNTPs. mit 0.5 mM der jeweils spezifischen forwarxl- und reverse- 
5 IShCG-Primer. 4 bis 5 mM IVIgCla. 0,5 U Taq Polymerase. SYBR Green I mIt 1 :3000 der 
Stammiasung (Molecular Probes) und 1 mI der Templates (Endometrlum-cDNA gegen 
Standards bekannter Konzentratlon). Andere Methoden der Real time RT-PCR 
(TaqMan, FRET, Beacon) werden alternativ eingesetzt. 

10 AusfQhrungsbeispiel 3: 

Zur retrospektlven Diagnostik der Rezeptivitat der Uterusschleimhaut fiir eine 
Embryoimplantation wird der Patientin Menstrualblut entnommen und die korpuskuiaren 
Zellantelie werden abzentrlfuglert. Die Zellen weixlen bis zur Weiterverarbeitung sofort 
bei minus 80° C eingefroren und gelagert. Zur Analyse der mRNA-Expression des 
1 5 endometrialen (ihCG wind wie in AusfQhrungsbeispiel 1 beschrieben verfahren. 

Wahrend fOr die prospektlve Implantationsdiagnostik in der frOhen bis mittleren 
Sekretionsphase des aktuellen Zyklus Gewebeproben des Endometriums, der 
Endocervix. Mundschlelmhaut Oder aus anderem ausgewahlten Epithelium untersucht 
20 werden. um flber die QualitSt der sekretorischen Transformation und der zu 
erwartenden Rezeptivitat des Endometriums (z. B. fOr die Entscheldung eines 
Embryotransfers oder Insemination im hormonell stimulierten Zyklus) zu entscheiden 
(zu befinden), 

stent die retrospektlve Diagnostik der Rezeptivitat der Uterusschleimhat (z. B. 
Menstrualblut als nicht-invasive IVIethode) nach erfolgtem Embryotransfer oder nur nach 
stimuliertem oder unstimulierten Zyklus eine wichtige und einfache Methode dar. 
Aussagen uber die sekretorische Transformation des Endometriums des 
vorangegangen Zyklus als Diagnostik und/oder ggf. Theraplekontrolle und Aussage fQr 
den Folgezyklus zu treffen. Evt. kann diese Methode die Qbliche (klinisch genutzte) 
invaslve Methode der StrlchabrasiQ in Ihrer Aussage.erg§nzen.Qd.er ereetzen. 

Ausfahrungsbeispiel 4: 

Zur Tumordiagnostik werden der Patientin Zellen mit einem MInikatheter aus der Ge- 
barmutterhOhle oder mit einem Wattebausch aus der Zervix oder mit einem Holzspatel 



25 



30 
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von der Mundschleimhaut entnommen. Die Zellen werden bis zur Weiterverarbeitung 
sofort bei minus 80° C eingefroren und gelagert. Zur Analyse wird aus den aufgenom- 
menen Zellen eine Trizol-RNA-Extraktion durchgefQhrt, die cDNA des endometrialen 
lihCG Im nachfolgenden RT-PCR-Prozed spezifisch amplifiziert und quantitativ erfallt. 

5 

Es kann davon ausgegangen werden, dass die Anwesenheit von hCG B5, B8 und Il6e 
ein Indikator fQr eine Tumorerkrankung darstellt. Das Vorhandensein von hCG CJ, Ii6 
und (i3 zeigt das Gegenteil an: eine mSgliclie nicht-trophoblastare Tumorerkrankung 
kann ausgeschlossen werden. Von besonderer Bedeutung ist der Fakt, dass mit der 

10 BhCG-Diagnostik aggressive Tumore erkannt werden kann, so dass die Diagnose auch 
einen Therapieliinweis gibt. Zu beachten ist, dass liCG Ii6 und (i6e im wesentlichen 
durcli hCG (17 reprasentiert wird (siehe AusfOiirungsbeispiel 1). Die Untersuchungen 
werden vorteilhaft im Endometrium durchgefuhrt, um hier Karzinome zu ericennen. Ge- 
webeproben kSnnen auch analog nach der Methode der fraktlonierten Abrasio gewon- 

15 nen werden. 



Endometriales Gewebe oder Zellen dieser Herkunft (10 - 100 mg) werden sofort nach 
Entnahme in FIQssigstickstoff oder bei -80° 0 eingefroren. FQr die Untereuchung der 
drei exprimierten Anteile hCG 117, IS6 und B6e sowie hCG Ii8, 55, li3 und Gesamt-BhCG 

20 wird die Total-RNA mIt Trizol extrahlert und etwa 1 |jg der RNA fQr 60 min bei 42° C 
unter Standardbedingungen und Einsatz von Oligo-dT(1 5)-Primer reverse-transkribiert. 
Nutzung von Methoden: Gewebeentnahme zur Diagnostik, Lagerung in FIQssigstick- 
stoff, RNA-Extraktion (23), RT-PCR mit fluoreszenzmarkiertem Primerpaar, Erfassung 
der Gesamt-iihCG-Expression (15, IS8, fi3 und (i7, (16 und (i6e Qber Exoni , Exon 2 und 

25 Exon 3, nested PCR-IVIethode mit unterscliiediich fluoreszenzmarkierten Primern je- 
weils for den (i7, B6, R6e und eventuell (i5, 118, (i3 Anteil; quantitative Auswertung als 
Quotient von (17, (2.6, (l6e-Fluoreszenzanteil zum 

Gesamt-hCG-Antell (17, (16- plus (i5, &8, (i3-Anteil fQr die Bewertung des 
hochaufgebauten sekretorischen endometrialen Gewebes. Ei^ebnis 1 be! 

30 Npnpalgewebe urid Ergebnis > 0 bis 1 unterwertigem oder fehlenden sekretorisch 
trandformierten Gewebes im AusfQhrungsbeispiel 4; oder aber die absolute quantitative 
Auswertung der exprimierten Kopienzahlen fur die genspezifischen BhCG-Amplifikate 
(i7. (X6, (I6e und Gesamt-BhCG nach Real tIme-RT-PCR Im Vergleich zu BhCG- 
sequenz-spezlfischen Kalibratoren bei nicht-fluoreszenzmarkierten Primem und unter 

35 Venwendung von Standardmethoden fQr die Bewertung des nonnalen und 
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dardmethoden fur die Bewertung des normalen und neoplastischen Gewebes wie im 
AusfQhrungsbelspiel 5. 

Nutzung von GerSten und Material: Gewebe in FIDssigstickstoff, Ultra Turrax- 
Gewebehomogenisation, Trlzol-RNA-Extraktion, RT-PCR am Thermocycler, Fluores- 
zenzmessung des cDNA-AmpIifikates am DNA Sequencer ABI 373A Oder verglelchbare 
Modelle, Software Genescan 672 Fragment Analysis zur Auswertung, FIQssigstickstoff, 
Trizol, cDNA-Synthese-KIt, PCR-Ampliflkationskit, BhCG-Primer ftir Gesamt-fihCG- 
Ampliflkatlon und nested RT-PCR ftir B7, B6, R6e und US, B8, B3 zum Tell fluoreszenz- 
markiert. 

Beschreibung derMethode fOr AusfQhmngsbeispiel 4: Extraktlon der Gesamt-RNA: Das 
frische Gewebematerial wird sofort nach der Entnahme In FIQssigstickstoff eingefroren. 
Die Gesamt-RNA wird mit der Methode nach Chomczynski und Sacclii (24) extrahiert, 
die gewonnene RNA spektrophotometrisch bel 260 nm / 280 nm quantifiziert, sofort wel- 
terbearbeltet oder bei - 80° C gelagert. 

Reverse-Transkription: 1 |jg Gesamt-RNA wird in einem Reaktionsmix mIt dem Totalvo- 
lumen von 5 pi nach der Standardmethode transkribiert: 10 mM TrIs-HCI, pH 8,3, 50 
mM KCI, 5 mM MgCh, 1mM jedes dNTP (dATP, dTTP, dCTP, dGTP), 200 ng Ollgo dT- 
Primer pdT15, 12,5 U RNAse Inhibitor, 2,5 U AlVIV-Revertase. Inkubation des Reaktl- 
onsgemlsches fQr 10 min bel 25 °C (Hybridlsierung des Primers), 30 min bel 42 "C (Re- 
versetranskriptlon) und 5 min bei 95 "C (Denaturierung der Revertase und des RNAse- 
Inhibitors) sowie AbkQhIen auf 4 "C. 

PCR-Amplifikation der gesamten RhCG-Transkripte: Zum cDNA-Produkt wird im selben 
Tube der PCR-Mix von 20 pi im Gesamtvolumen von 25 pi fur die Ampiifikation des Ge- 
samt-BhCG-Transkriptes zugegeben: Endkonzentration von 10 mM TrIs-HCI mit pH 8,3, 
50 mM KCI, 1,5 mM MgCb, 200 pM dNTP, 5 pmo! Primer 1, 5 pmol Primer 2 und 2,5 U 
Taq-DISIA-Polynrierase. Die Ampjiflkatlonsbedingungen sind nach vorherlger 3 min- 
Inkubation bel 95 "C dann 30 sec 95 °C, 30 sec 60 "C, 60 sec 72 "C fQr 35 Zyklen mIt 
abschlieftenden 7 mIn bel 72 °C und schnellem AbkQhIen auf 4 "C. 
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Nested PCR fOr lihCG BJ. R6- und &5, R8, R3-Transkripte: 2 |j| des 1:10.000 verdOnn- 
ten PCR-Produktes werden zu einem Gesamtvolumen von 20 |jl in ein PCR-Mix mit 
dem Endvolumen von 10 mM Tris-HCI, pH 8,3, 10 mM KCI, 3 mM MgCIa, 50 \M dNTP, 
0,1pmol Primer 2, 0,1 pmol Primer 3, 0,1 pmol des Primers 4 und 2 U Taq DNA Poly- 
5 merase (Stoffel-Fragment) zugefugt. Die Reaktion wird Qber 5 Zyklen am Thermocycler 
fQr je 30 sec bei 95 "C und 30 sec bei 65 "C durchgefQhrt. Die nested PCR-Reaktion 
wird auch mit Taq DNA Polymerase unter Standardbedingungen durcligefQInrt. 

Das erhaltene Produkt enthalt die zwei Amplifikationsprodukte fOr BliCG B7, (16, (i6e 
10 und von hCG Ii5, RS, R3 mit je einem differenten Fluoreszenzmarker fQr Primer 4 und 
Primer 3, und beide Transkripte entlialten zusatzlich einen dritten gemeinsamen Fluo- 
reszenzmarker des Primers 2. 

FQr die Analyse am DNA Sequenzer (Perkin-Elmerm Modell 373A Oder vergleichbare 
1 5 IVIodelle) werden 2,5 pi des Produktes mit 2 pi Loading buffer und 0,5 pi Genescan Size 
IVIarker und der Elpho bei 8 % Acrylamid, 6 M Hamstoff und TBE-Puffer fQr 1 Stunde 
unterzogen. Die Ergebnisse werden mit der GeneScan 672 Software (Pericin-Elmer) 
analysiert unter VenA^endung der ermittelten Fluoreszenzen fQr Gesamt-BhCG- 
Transkripte und den B7, [J6, B6e- sowie eventuell den Ii5. B8, B3-Fragmenten. 

20 

Der Transkriptionsindex wird, wie bei Belief et al. (1 7) beschrieben nacli dieser Methode 
erreclinet. 

AusfUhrungsbeisplel 5 
25 Tumorgewebe (50 - 200 mg) wird sofort nach Entnahme In Flussigstickstoff eingefroren. 
FQr die Untersuchung der drel exprimierten Anteile liCG (i8, B5, 33 und hCG ri7, Ii6 
sowie Gesamt-flhCG wird die Total-RNA mit Trizol extrahiert und etwa 1 pg der RNA fQr 
60 min bei 42° C unter Standardbedingungen und EInsatz von Ollgo- dT(15) -Primer 
reveree-transkribiert. 
. .30 

Zur quantitatlven Bestimmung der drei obengenannten BliCG-Expressionsanteile wird 
die Real time-PCR am Liglit Cycler (Roclie) oder vergleichbaren GerSten anderer Fir- 
men wie Applied Biosystems fur die Amplifikation der Tumor-cDNA eingesetzt. Fur die 
Synthese der RNA-Standards der drei lihCG-Expressionsanteile Ii8, B5, B3 sowie R7, 
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(16 und Gesamt-(ihCG werden die drei zugehSrIgen Kalibrationsfragmente unter Stan- 
dard-PCR-Bedingungen aus endometrialer, plazentarer und Tumor-cDNA ampllfizlert. 
DafOr werden wieder die drei genannten, jetzt unmarl^lerten (IhCG Typ II (S8, Ii5, B3) -, 
RhCG Typ I (117. (16) - und Gesamt-ShCG-speztfischen forwarcl-RhCG-Prlmer (Primer 1, 
3 und 4 Oder andere) mit dem gemeinsamen reverse-BhCG-Primer (Primer 2 oder an- 
dere) benutzt. Die erhaltenen PCR-Produkte werxJen im Plasmid-Vector pGEM-T ge- 
klont. Unter Venwendung der 77- und Sp6-Promotoren der pGEM-T-Vectors dient das 
Plasmid als Template fDr die in vitro-Bildung von RNA entsprechend des Herstellerpro- 
tol<olls. Die gebildeten Standard-RNA werden gereinigt und seine Konzentration ver- 
messen. 

Die Real time-PCR-Amplifil<ation am Light Cycler (Roche) oder ABI-Systemen (Applied 
Biosystems) bestimmt die Anzahl gebildeter Genkopien fur die zwei genspeziflschen 
(ihCG-Expressionsgruppen Typ 11 ((18, (15. (i3) und Typ I ((i7, B6) sowie Gesamt-lihCG 
im Tumorgewebe und in den RNA-Standards und unter Venvendung von den Primern 
8, 9, 10 gegen 2 konnen auch die Einzelanteile von hCG (i5, (16 und R7 erfalit und ab- 
solutquantiflziert werden. Die PCR-Reaktlon erfolgt im 20 Ml-Reaktionsvolumen in den 
Endkonzentrationen von 1 x PCR-Puffer von 50 mM Tris-HCI (pH 8,3), 200 pM dNTPs, 
mit 0,5 pIVI der jeweils spezlfischen forward- und reverse-lihCG-Primer, 4 bis 5 mM 
MgClz. 0,5 U Taq Polymerase. SYBR Green I mit 1:3000 der StammlGsung (Molecular 
Probes) und 1 pi der Templates (Tumor-cDNA oder Standards bekannter Konzentrati- 
on). Andere Methoden der Real time RT-PCR (TaqMan, FRET. Beacon) werden eben- 
so eingesetzt. 

Die Erfindung beansprucht auch die Real time-Messung als one tube-RT-PCR oder die 
VenA/endung anderer Methoden zur quantitativen Erfassung der Expression speziflscher 
Genkopien neben SYBR Green I. wie zum Beipiel der Einsatz von genspeziflschen Oli- 
gonukleotiden als Hybridislerungsproben mit unterschiedlichen Farbstoff- oder Fluores- 
zenzmarker-Anbindung (TaqMan, FRET, Beacon). 

AusfOhrungsbelspiel 6 

Tumorgewebe wird zur Diagnostik entnommen und in FIQssig-Stickstoff gelagert. Nach 
einer RNA-Extraktion (23) folgt eine RT-PCR mit fluoreszenzmarkiertem Primerpaar 
entsprechend Ausfahrungsbeispiel 4. Die Gesamt-lihCG-Expression (i5, (18, (13 und (i7. 
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(16 Uber Exon1, Exon 2 und Exon 3 wird in einer nested PGR nfiit fluoreszenzmarkierten 
Primern jeweils fur den 0,7, (16- und (15. Ii8. (i3-Anteil erfasst und ais Quotient von (i5, 
B>8, (i3-Anteil zu (i7, (16- plus (i5, (S8, IS3-Anteil fQr die Bewertung des neoplastischen 
und tumorSsen nicht-troplioblastaren Gewebes wie folgt ausgewertet: 
5 Ergebnis 0 bei Nomialgewebe und Ergebnis > 0 bis 1 bei neoplastischem Gewebe - 
entsprechend AusfQhaingsbeispiel 4 Es erfolgt eine absolute quantitative Auswertung 
der exprimierten Kopienzahlen fiir die genspezifischen (ihCG-Amplifikate(l5, (i8, (i3 so- 
wie 0,7, 0,6 und Gesamt-BhCG nach Real tIme-RT-PCR Im Vergleich zu hCG- 
sequenzspezifischen Kalibratoren fOr die Bewertung des normalen und neoplastischen 
10 Gewebes im AusfQIirungsbeispiel 5. 

Nutzung von Geraten und Material: Gewebe in FIQssigstickstoff, Ultra Turrax- 
Gewebehomogenisation, Trizol-RNA-Extraktlon, RT-PCR am Thermocycler, Fluores- 
zenzmessung des cDNA-Amplifikates am DNA Sequencer ABI 373A, Software Genes- 
15 can 672 Fragment Analysis zur Auswertung, FIQssigstickstoff, Trizol, cDNA-Synthese- 
Kit, PCR-Amplifikationskit, BhCG-Primer fQr Gesamt-lihCG-Amplifikatlon und nested 
PGR fQr (i5, (18, (iS und 0,7, 0,6, zum Tell fluoreszenzmarklert. 

Beschreibung derMethode fQr AusfQhrungsbeispiel 6: 

20 Extraktion der Gesamt-RNA: Das Gewebematerial wIrd sofort nach Entnahme in FIQs- 
sigstickstoff eingefrioren. Die Gesamt-RNA wird mit der Methode nach Chomczynski 
und Sacchi (24) extrahlert, die gewonnene RNA spektrophotometrisch bei 260 nm / 280 
nm quantifiziert, sofort weiterbearbeitet oder bei - 80° G gelagert. 
Reverse-Transkription: 1 pg Gesamt-RNA wird in einem Reaktionsmix mit dem Ge- 

25 samtvolumen von 5 pi nach der Standardmethode transkribiert: 10 mM Tris-HGI, pH 
8,3, 50 mM KGI, 5 mM MgGb, ImM jedes dNTP (dATP, dTTP, dGTP, dGTP), 200 ng 
Oligo dT-Primer pdT15, 12,5 U RNAse Inhibitor, 2,5 U AMV-Revertase (Roche). Inkuba- 
tion des Reaktionsgemisches fQr 10 min bei 25 "C (Hybridisierung des Primers), 30 min 
bei 42 "C (Reversetranskrlptlon) und 5 min bei 95 "G (Denaturlerung der Revertase und 

30 des RNAse-lnhlbltoreO. sowie Abk^^^^ °G. 



PGR-Amplifikation der gesamten lihGG-Transkripte: Zum cDNA-Produkt wird Im selben 
Tube der PGR-Mix von 20 pi Im Gesamtvolumen von 25 pi fQr die Ampliftkation des Ge- 
samt-BhGG-Transkriptes zugegeben: Endkonzentration von 10 mM Tris-HGI, pH 8,3, 50 
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mM KCI, 1 ,5 mM MgCl2, 200 |jM dNTP, je 5 pmol der beiden gewShlten Primer und 2,5 
U Taq-DNA-Polymerase. Die Amplifikations-bedingungen sind nach voriieriger 3 min- 
Inkubation bei 95 "C dann 30 sec 95 "C, 30 sec 60 "C, 60 sec 72 °C fDr 35 Zyklen mit 
abschlieBenden 7 min bei 72 "C und sclineliem AbkOhlen auf 4 'C. 



Nested PCR fOr RhCG R7. R6- und R5, R8, 113-Transkripte: 2 |jl des 1:10.000 
verdQnnten PCR-Produktes werden zu einem Gesamtvolumen von 20 pi in ein PCR- 
Mix mit dem Endvolumen von 10 mlVl Tris-HCI, pH 8,3, 10 ml\/l KCI, 3 mM MgCIa, 50 pM 
dNTP, 0,1 pmol Primer 2, 0,1 pmol Primer 3, 0,1 pmol des Primers 4 und 2 U Taq DNA 
10 Polymerase (Stoffel-Fragment) zugefugt. Die Reaktion wird Qber 5 Zyklen am 
Thermocycier fur je 30 sec bei 95 °C und 30 sec bei 65 "C durcligefQhrt. Die nested 
PCR Reaktion wird aucli mit Taq DNA Polymerase unter Standardbedingungen 
durchgefQhrt. 

15 Das erhaltene Produkt enthSIt die zwei Amplifikationsprodukte fQr BhCG B5, (18, B3 und 
(i7, B6 mit je einem differenten Fluoreszenzmari<er fQr Primer 3 und Primer 4, und beide 
Transkripte enthalten zusatzlich einen dritten gemeinsamen Fluoreszenzmarker des 
Primers 2. 

20 Fur die Analyse am DNA Sequenzer (Perkin-Elmer-l\/lodell 373A oder vergleichbare 
Modelle) werden 2,5 pi des Produktes mit 2 pi Loading buffer und 0,5 pi Genescan Size 
Marker und der Eipho bei 8 % Acrylamid, 6 M Harnstoff und TBE-Puffer fQr 1 Stunde 
unterzogen. Die Ergebnisse werden mit der GeneScan 672 Software (Perkin-Elmer) 
analysiert unter Venwendung der ermittelten Fluoreszenzen fQr Gesamt-fihCG- 

25 Transkripte und den B7, Ii6- sowie B5, B8, Ii3-Fragmenten. 

Der Transkriptionsindex wird, wie bei Bellet et al. (17) beschrieben, nach dieser Metho- 
de als Quotient von RhOG Ii7, Be zur Summe von RhCG B7, B6 und Ii5. 8, (i3 errech- 
net. 

30. Die. .yprgesteljte Erfindung bringt eine Reihe wesentllcher Vorteile mit sich. Die erhalte- 
nen Ergebnisse gewlnnen an ZuveriSssigkeit, weil es mehrere Ansatzpunkte fQr den 
Indikator gibt. Im Unterschied zu der bekannten technlschen Ldsung, die ausschlie&lich 
auf die Punktmutation 117 in Exon 3 abstellt, bezieht unsere LOsung Exon 2 und ein 
Promotorgen ein. Unser Verfahren ermoglicht eine Unterscheidung in bosartige und in 
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gutartige Tumore mit den gewOnschten Folgen fur einen Therapieansatz. Das baslert 
auf der Erkenntnis. dass der Grad der BSsartigkelt eines nlcht-trophoblastSren Tumors 
durch die Anwesenheit von hCG B5, (X8, B3 indiziert wJixl. Dessen Konzentration wircl im 
AusfQhrungsbeispiel 4 als Fluoreszenzwert gennessen und zu hCG B5, B8, (13 in Bezie- 
hung gesetzt, indem der Quotient von hCG R5, IS8, B3 zur Summe von hCG (i5, B8, B3 
plus hCG p6, P7 gebildet wird. 

Im AusfQhrungsbeispiel 5 wird die Anwesenheit von hCG 115, (18, (i3 durch Real time- 
RT-PCR durch die Kopienzahl seiner Genexpression im Vergleich zur sequenzspezifi- 
schen BhCG-Standardreihe wie auch von hCG Ii7, Ii6 absolut quantifiziert. 

Das erfindungsgemaUe Verfahren wird vorzugsweise mit einem Testkit durchgefQhrt, 
der die folgenden Bestandteile enthait: 





Reaktionslosungen 


Ingredenzien 


1. 


Primer 1 


nicht-markierter Primer 1 


2. 


Primer 2 


fluoreszenzmarkierter Primer 2 


3. 


Primer 3 


fluoreszenzmarkierter Primer 3 


4. 


Primer 4 


fluoreszenzmarkierter Primer 4 


5. 


RT-Reaktionsmix 


RT-Reaktionspuffer mit dNTPs, Oligo-pdT15. 






RNAse-lnhibitor fur cDNA-Bildung 


6. 


Reverse Transkriptase 


Stammlosung fur RT 


7. 


PCR-Reaktionsmix 


PCR-Reaktionspuffer 


8. 


PCR-Polymerase 


Taq-DNA-Polymerase 


9. 


nested PCR-Reaktionsmix 


nested PCR-Reaktionspuffer 



Der mRNA-Quantifizierungskit fOr (ihCG gene li5, QJ gestattet die hochempflndliche 
und spezifische Bestimmung der Genexpression von BhCG im nomrialen und Tumor- 
gewebe fiir die Diagnostik und Therapiekontrolle. 

Die mit den-Methoden der Real-tlme-RT-RCR ampliflzlerten-spezifischen lihCG (15- und. 
lihCG B7-Kopien kSnnen Qber einen breiten Mefibereich mit je einem Satz bereitste- 
hender Kalibrationsstandards von BhCG B5- und lihCG [i7-mRNA erfalit warden. 
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AbkUrzungsverzeichnis 




cDNA 


komplementcire DNA 




CTP 


C-terminales Peptid 


5 


ELISA 


Enzyme linked immmunosorbent assay 




ET 


Embryotransfer 




hCG 


humanes Choriongonadotropin 




a-hCG 


alpha Untereinheit des hCG 




p-hCG 


beta Untereinheit des hCG 


10 


thCG 


trophoblastar exprinnierte Fomri des hCG 




HRP 


Horse radish peroxidase - Meerrettichperoxidase 




pLH 


B Luteinisierendes Hormon 




PBS 


Phosohat buffpr ^flliriA ^NlatriiimrthrkcnhotnufFarA 




pdTIS 


Primer Dolv-deoxvThvmidin au^ Mnnnm^r^n siiifnohaiit -ifi 


15 


Mab 


monoklonaler Antikoroer 




MEIA 


iviiiMuipai uixtsi CI i^yiniriirnunooosay 




M 


mol/Liter 




mRNA 


Messenger-RNA 




PGR 


Polymerasekettenreaktion 


20 


RT-PCR 


Reverse Transkriptase PGR 
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Patentanspriiche: 



1 . Verfahren zur Bestimmung von definierten Zustanden oder Veranderungen in 
der Uterusschleimhaut oder im Epithel anderer Organe, bei dem RNA aus 
einer Blut- und/oder Gewebeprobe isoliert wird und in dieser Probe elne 
quantitative l\/Iessung der Expression oder Oberexpression der mRNA von 
p7-hCG und/oder p6-hCG und/oder p6e-liCG erfolgt. 

2. Verfaliren nach Ansprucli 1 , dadurch gekennzeichnet, dass zusStzlich eine 
quantitative Messung der Gesamt-BliCG-mRNA-Expression oder der mRNA- 
Expression von p5-hCG und/oder p8-hCG und/oder p3-hCG erfolgt und mit 
der mRNA-Expression von p7-liCG- und/oder p6-liCG und/oder p6e-liCG in 
Relation gesetzt wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass die 
quantitative Messung der mRNA-Expression mittels quantitativer RT-PCR 
Oder Real-time-RT-PCR erfolgt. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass basierend auf 
der durch die Reverse Transkriptase (RT) erhaltenen cDNA in einem ersten 
PCR-Schritt mit mindestens einem ersten Primerpaar Gesamt-lihCG-cDNA 
amplifiziert wird, wobei das erste Primerpaar sowohi mit cDNA von p5-hCG, 
p8-hCG, p3-hCG. als auch p7-hCG und p6-hCG und p6e-hCG hybridisiert, 
und in einem anschlielSenden zweiten PCR-Schritt mit mindestens einem 
dritten Primer die cDNA von p7-hCG- und/oder p6-hCG und/oder ep6-hCG 
spezlfisch amplifiziert wird, wobei der dritte Primer mit cDNA von p7-hCG und 
p6-hCG und p6e-hCG spezlfisch hybridisiert, jedoch nicht mit cDNA von p5- 
hCG, p8-hCG und p3-hCG. 
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Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass in dem zweiten 
PCR-Schritt zusatzlich mit mindestens einem vierten Primer die cDNA von 
p5-hCG und/oder p8-hCG und/oder p3-hCG spezifisch amplifiziert wird, 
wobei der vierte Primer mit cDNA von p5-hCG, (J8-hCG und p3-liCG 
spezifisch hybridisiert, jedocli nicht mit cDNA von p7-hCG und p6-hCG und 
p6e-liCG. 

5. Verfahren nach Anspruch 4 oder 5, dadurch gekennzeichnet, dass als 
erstes Primerpaar Oligonul^leotide aus der Gruppe von Sequenzen gemaB 
SEQ ID NO 1, SEQ ID NO 2, SEQ ID NO 11 und SEQ ID NO 14 im ersten 
PGR-Schritt und als dritter Primer ein Oligonuldeotid aus der Gruppe von 
Sequenzen gemSB SEQ ID NO 3, SEQ ID NO 9, SEQ ID NO 10, SEQ ID NO 
13 und SEQ ID NO 16 im zweiten PGR-Schritt eingesetzt werden. 

6. Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, dadurch gekennzeichnet, dass als 
vierter Primer ein Oligonul^leotid aus der Gruppe von Sequenzen gemali SEQ 
ID NO 4, SEQ ID NO 8, SEQ ID NO 12 und SEQ ID NO 15 im zweiten PGR- 
Schritt eingesetzt wird. 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 4 bis 7, dadurch gekennzeichnet, 
dass mindestens ein Primer fluoreszenzmarkiert ist. 

8. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass ein Primer des 
ersten Primerpaars, der dritte Primer und gegebenenfalls der vierte Primer 
mit Fluoreszenzmarkem die sich in Ihren Adsorptions- und/oder 
Emmissionspektren zueinander unterscheiden, versehen sind. 

9. VeoA^endung des Verfahrens nach einem der AnsprQche 1 bis 9 zur 
prospektiven oder retrospektiven Diagnostik einer endometrialen Rezeptivitat 

- -ftireine-EmbryGimplantation-. - - . - 

'10. Verwendung nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass einer 
Patientin Peripherblut oder Gewebe von Endometrium oder Zervix 
entnommen wird und die Analyse der mRNA-Expression in dieser Blut- oder 
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Gewebeprobe erfolgt und aus der Hohe der ermittelten mRNA-Expression 
von p7-hCG und/oder p6-hCG und/oder p6e-hCG RQckschlQsse auf die 
Aufnahmebereitschaft der Gebarmutter fOr einen Embryo im aktuelien Zyklus 
getroffen werden. 

11. Verwendung nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass die Analyse 
der mRNA-Expression in einer Probe von l\/1enstrualblut einer Patientin erfolgt 
und aus der H6he der emriittelten mRNA-Expression von p7-hCG und/oder 
P6-liCG und/oder p6e-liCG im abgelaufenen Zyklus Prognosen auf die 
potentieile AufnalimebereitscliafI: der Gebarmutter fOr einen Embryo im 
Folgezyklus erstellt werden. 

12. Ven/vendung des Verfaiirens nach einem der AnsprQctie 1 bis 9 zur 
Tumordiagnose. 

13. Verw/endung nacli Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dass zum 
Nachweis von Uteruskarzinomen einer Patientin Gewebe von Endometrium 
Oder Zervix entnommen wird und die Analyse der mRNA-Expression in dieser 
Gewebeprobe erfolgt. 

14. Verwendung nach Anspruch 13 oder 14, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Werte der mRNA-Expression in Tumorgewebe mit den Werten der mRNA- 
Expression in gesundem Gewebe verglichen werden. 

15. Verwendung nach einem der AnsprOche 13 bis 15, dadurch gekennzeichnet, 
dass der Wert der Promoter-Expression von p5-hCG und/oder p8-hCG 
und/oder p3-hCG ermittelt wird und vorzugsweise durch die mRNA- 
Expression von Gesamt-phCG geteilt wird und aus der H6he des so 
erhaltenen Quotienten ROckschlQsse auf den Grad der Bosartigkeit des 
Tumors-getroffen^erden. . . 



16. Primersequenz gemafl SEQ ID NO 3 Oder SEQ ID NO 4 oder einer der SEQ 
ID NO 8 bis SEQ ID NO 16. 
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17. Diagnostischer Kit zur Bestimmung von definierten ZustSnden bzw. 
Veranderungen im Uterus durch quantitative RT-PCR enthaltend jeweils eine 
Menge 

a. ) Oligo-dT, 

b. ) des Enzyms Reverse Transkriptase, 

C-) von mindestens zwei Primern, die mit cDNA von p7-hCG- und/oder p6- 
hCG und/oder p6e-hCG hybridisieren, wobei mindestens einer der 
beiden Primer nicht mit p5-hCG und/oder p8-hCG und/oder p3-hCG 
hybrid isiert, 

d. ) einer uber 80°C bestandigen DNA-Polymerase, 

e. ) Reaktionspuffer. 

18. Diagnostischer Kit nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, dass er ein 
erstes Primerpaar enthalt, das sowohl mit cDNA von p5-hCG, p8-hCG, p3- 
hCG, als auch p7-hCG und p6-hCG und pSe-hCG hybridisieren, und einen 
dritten Primer der spezifisch mit cDNA von p7-hCG und p6-hCG und 
p6e-hCG hybridisiert, jedoch nicht mit cDNA von p5-hGG, p8-hCG und p3- 
hCG. 



19. Diagnostischer Kit nach Anspruch 18 oder 19, dadurch gekennzeichnet, 
dass er einen vierten Primer enthalt, der mit cDNA von p5-hCG, p8-hCG und 
pS-hCG spezifisch hybridisiert, jedoch nicht mit cDNA von p7-hCG und p6- 
hCG und p6e-hCG. 



20. Diagnostischer Kit nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, dass er 

jeweils eine Menge eines Primerpaars ausgewahit aus der Gruppe von 
Sequenzen gemali SEQ ID NO 1, SEQ ID NO 2, SEQ ID NO 11 und SEQ ID 
NO 14 eines dritten Primers ausgewahit aus der Gruppe von Sequenzen 
gemali SEQ ID NO 3, SEQ ID NO 9, SEQ ID NO 10, SEQ ID NO 13 und 
JSEQ lb NO 16 enthalt. ' ' 
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21. Diagnostischer Kit nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, dass er 
eine Menge eines vierten Primers ausgewahlt aus der Gruppe von 
Sequenzen gemSfi SEQ ID NO 4, SEQ ID NO 8. SEQ ID NO 12 und SEQ ID 
NO ISenthait. 

22. Diagnostischer Kit nach einem der AnsprUche 18 bis 22, dadurch 
gekennzeichnet, dass mindestens ein Primer fluoreszenzmarkiert ist. 

23. Diagnostischer Kit nach Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet, dass ein 
Primer des ersten Primerpaars, der dritte Primer und gegebenenfalls der 
vierte Primer mit Fluoreszenzmarkem die sich in Ihren Adsorptions- und/oder 
Emmissionspektren zueinander unterscheiden, versehen sind. 

24. Diagnostischer Kit nach einem der AnsprQche 18 bis 24, dadurch 
gekennzeichnet, dass er eine definierte Menge mRNA oder cDNA von p5- 
hCG und/oder p7-hCG als Standard enthSlt. 

25. Venvendung des diagnostischen Kits nach einem der AnsprQche 18 bis 25 
zur prospektiven oder retrospektiven Diagnostik einer endometrialen 
Rezeptivitat fOr eine Embryoimplantation. 

26. VenA/endung des diagnostischen Kits nach einem der AnsprQche 18 bis 26 
zur Tumordiagnose. 

27. Variante p6e des p6- oder p7-Gens mit einer NukleinsSuresequenz gemaii 
SEQ ID No 7 und/oder codierend fQr ein Protein mit der Aminosauresequenz 
gemaii SEQ ID 17oder SEQ ID No 18. 

28. Venvendung einer Gensequenz gemali Anspoich 28 und/oder SEQ ID No 5 
und/oder SEQ. ID No. .6 ate. M[arker...zyr prospektiven oder retrospektiven 
Diagnostik einer endometrialen Rezeptivitat fQr eine Embryoimplantation. 



29. Venvendung einer Gensequenz gemSR Anspmch 26 und/oder SEQ ID No 5 
und/oder SEQ ID No 6 als Marker zur Tumordiagnostik. 
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30. Verwendung der Gensequenzen SEQ ID No 1 bis ID No 16 mit Oder ohne 
Fluoreszenzmarker-Konjugation fur die quantitative Messung der 
Genexpression von p5-hCG und/oder p8-hCG und/oder p3-hCG und/oder 
p7-hCG und/oder p6-hCG und/oder p6e-hCGp mit den Methoden der Real 
tIme-RT-PCR zur prospektiven Oder retrospektiven Diagnostik einer 
endometrialen Rezeptivitat ftlr eine Embryolmplantation und Tumordlagnostik. 
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Fluoreszenzmarker: *NED, ** HEX, ***6-FAM 
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CG5 
CG6 
CG7 
Endo 

CG5 
CG6 
CG7 
Endo 

CG5 
CG6 
CG7 
Endo 

CG5 
CG6 
CG7 
Endo 



Priroerl5/16 

CttaaaTCCAGCA CTTTGCTCG66T CACGGCCTCCTCCTGGCT 
cttcagTCCAGCA CTTTCCTCGGGTC ACGGCCTCCTCCTGGTT 
CttgagTCCAGCA CTTTTC TCGGGTCACGGCCTCCT CCTGGTT 
Primer 14 CCIGGTT 



CCCAGGACCCCACCATAGGCAGAGGCAGGC 
CCCAAGACCCCACCATAGGCAGAGGCAGGC 
CCCAAGACC CCACCATAGGCAGAGGC AGGC 
CCCAAGACCCCACCATAGGCAGAGGCAGGC 

GCTCGACTAGTCCCTAGCACTCGACGACTG 
CCTCGACTAGTCCCTAACACTCGACGACTG 
CCTCGACTAGTCCCTAGCACTCGACGACTG 
CCTCGACTAGTCCCa!AGCACTCGACGACTG 
Primer3/4 

GCCTCACCCTT6GCGCTGGACCAGTGAGAG 



CTTCCTACACCCTACTCCCTGTGCCTCCAG 
CTTCCTACACCCTACTCTCTGTGCCTCCAG 
CTTCCTACACCCTACTCTCTGTGCCTCCAG 
CTTCCTACACCCTACTCTCTGTGCCTCCAG 

Primer 1 
AGTCTCTGAG GTCACTTCACCGTGGTCTCC 
AGTCTCAGAGGTCACTTCACCGTGGTCTCC 
AGTCTCAGAGGTCACTTCACCGTGGTCTCC 
AGTCTCAGAGGTCACTTCACCGTGGTCTCC 



GCCTCATCCTTGGCGCTAGACCACTGAGGG 
GCCTCATCCTTGGTGCTAGACCACTGAGGG 
GCCTCATCCTTGGCGCTAGACCACTGAGGG 



GAGAGGGCTGGGGC GCTCCGCTGAGCCACT 
GAGAGGACTGGGGTGCTCCGCTGAGCCACT 
GAGAGGACTGGGGTGCTCCGCTGAGCCACT 
GAGAGGACTGGGGTGCTCCGCTGAGCCACT 



CG5 CCTGCGCCCCCCTGGCCTTGTCTACCTCTT GCCCCCCGAAGGGTTAGTGTCGAGCTCACC 
CG6 CCTGTGCCTCCCTGGCCTTGTCTACTTCTC GCCCCCCGAAGGGTTAGTGTCGAGCTCACT 
CG7 CCTGTGCCTCCCTGGCCTTGTCTACTTCTC GCCCCCCGAAGGGTTAGTGTCGAGCTCACT 
Endo CCTGTGCCTCCCTGGCCTTGTCTACTTCTC GCCCCCCGAA6GGTTAGT6TCCA6CTCACT 

CCAG-CATCCTACAACCTCCTGGTGGCCTT GCCGCCCCCACAACCCCGAGGTATAAAGCC 
CCAG-CATCCTACAACCTCCTGGTGGCCTT GCCGCCCCCACAACCCCGAGGTATGAAGCC 
CCAG-CATCCTACAACCTCCTGGTGGCCTT GACGCCCCCACAAACCCGAGGTATAAAGCC 
CCAG-CATCCTACAACCTCCTGGTGGCCTT GCC6CCCCCACAAACCCGAGGTATAAAGCC 

-1 +1** 

AGGTACACGAGGCAGGGGACGCACCAAGG AT66AGATGTTCCA66G6CT6CTGCTGXTG 
AGGTACACCAGGCAGGGGACGCACCAAGG 

AGGTACACCAGGCAGGGGACGCAGCAAGG ^ 1 !!!!!!!!!!!!!!!! ! 

AGGT2UZACCAGGCAGGGGACGCACCAAGG ATGGAGATGTTCCATCGGCTGCT6CTCTTC 

Primer 8/9/10 

CTCCTGCTGAGCATGGGCGGG ACATGGGCA TCCAAGGAGCCGCTTCGGCCAC6GT6CCGC 
A. . . .CCA 



CG5 
CG6 
CG7 
Endo 

CG5 
CG6 
CG7 
Endo 

CGS 
CG6 
CG7 
Endo 

CGS 
CG6 
CG7 
Endo 

CGS 
CGS 
CG7 
Endo 

CGS 
CG6 
CG7 



.ATG. 



CTGCTCCTGACCATGGGCeGGACATGGGCA TCCAGGGAGAT6CTTCGGCCAC6GT6CCGC 

20 30 
CCCATCAATGCCACCCTGGCTGTGGAGAAG GAGGGCTGCCCCGT6TGCATCACCGTCAAC 

CCCATCAATGCCACCCTGGCTGTGGAGAAG GAGGGCTTCCCCGTGTC^ 

40 *** Primer2 50 
ACCACCATCTGTGCCGGCTACTGCCC CACC ATGACCCGCGTGCTGCAG GGGGTCCTCCrr; 

ACCACCATCTGTGCCGGCTACTGCCCCACC ATSACCCGCGTTCTGCA^^ 



60 



70 



Endo GCCCTGCCTCACGTGGTCT6CAACTACCGC GATGTGCGCTTCGAGTCCATCCGGCTCCCT 

80 90 
GGCTGCCCGCGCGGCGTGAACCCCGTGGTC TCCTACGCCGTGGCTCTCAGCTGTCAATGT 



CGS 
CG6 
CG7 



Endo GGCTGCCCGCGCGGCGTGAACCCCGTGGTC TCCTACGCCGTGGCTCTCAGCTGTCAATGT 



CG6 
-CG7- 



100 



110 



Endo 6CACTCTGCCGGCGCAGCACCACTGAGTGC GGGGGTCCCAAGGMCACCCCTTGA^^ 
Primerl2/13 117 



CGS 
CG6 
CG7 



120 



130 



GATGACCCC CGCTTCCAGGA CTCCTCTTCr. TCAAAGGCCCCTCCCCCCAGCCTTCCAAGT 

GCC 

C 



Endo GATGACCCCCGCTTCCAGGCCTCCTCTTCC TCAAAGGCCCCTCCCCCCAGCCTTCCAAGT 



CGS 
CG6 
CG7 



Primerll 140 145 
CCATCCCGACTCCCGGGGCCCTCGGACACC CCGATCCTCCCACAAtaaa 



Endo CCATCCCGACTCCCGGGGCCCTCGGACACC CCGATCCTCCCACAA 



-330 



-270 



-210 



-150 



-90 



-30 



+30 



+90 



+150 



+210 



GCCCTGCCTCAGGTGGTGTGCAACTACCGC GATGTGCGCTTCGAGTCCATCCGGCTCCCT +270 



+330 



+450 



+510 



Fig. 2 
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<iao> 

<120> 

<130> 
<150> 
<151> 
<150> 
<151> 
<150> 
<151> 
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Universitat Leipzig 

Verfahren unci Mittel zur Bestimmung von bestiimnten Zustanden bzw. 
Veranderungen im Uterusepithel und in Epithelien anderer Oraane 
401P04PCT 
DE10260556. 4 

2002- 12-21 
DE10325637.7 

2003- 06-06 
DE10325636.9 
2003-06-06 



<160> 



18 



<210> 1 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> artificial 

<220> 

<223> Primer 1 (IShCG gesamt) 

<301> Lindholm-Miller A.K. Labenz C.J., Ramey J., Bedows E 

'<302> Hioman Chorionic Gonadotropin-fi-Gene Expression 

Placenta 

<303> Endocrinology 

<304> 138 

<305> 12 

<306> 5459-5465 

<307> 1997 



Ruddon R.W. 
First Trimester 



<400> 

tcacttcacc gtggtctccg 



20 



<210> 
<211> 
<212> 
<213> 
<220> 
<223> 

<301> 
<302> 

<303> 
<304> 
<305> 
<306> 
<307> 



2 

20 
DNA 

artificial 

Primer 2 (JihCG gesamt) 
Lindholm-Miller A.K. Labenz C.J 



Hiiman Chorionic 

Placenta 

Endocrinology 

138 

12 

5459-5465 
1997 



Ramey J., Bedows E., Ruddon R.W. 
Gonadotropin-I5-Gene Expression in First Trimester 



<400> 2 

tgcagcacgc gggtcatggt 

.<210>..3._ 

<211> 23 ' ' " 

<212> DNA 

<213> artificial 

<220> 

<223> Primer 3 (fihCG fi7, Ji6, Ji6e) 



20 



<400> 3 

cactgagggg agaggactgg ggt 



23 
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<210> 4 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> artificial 

<220> 

<223> Primer 4 (lihCG 155, RS, Ji3) 

<400> 4 

cagtgagagg agagggctgg ggc 



<210> 5 
<211> 861 
<212> DNA 
<213> human 
<220> 

<223> fihCG Ji7 cDNA-Sequenz 
<400>5 

agcactttcc tcgggtcacg gcctcctcct 
aggccttcct acaccctact ctctgtgcct 
actgagtctc agaggtcact tcaccgtggt 
aggggagagg actggggtgc tccgctgagc 
tctcgccccc cgaagggtta gtgtccagct 
cttgacgccc ccacaaaccc gaggtataaa 
ggatggagat gttccagggg ctgctgctgt 
catccaagga gatgcttcgg ccacggtgcc 
aggagggctg ccccgtgtgc atcaccgtca 
ccatgacccg cgtgctgcag ggggtcctgc 
gcgatgtgcg cttcgagtcc atccggctcc 
tctcctacgc cgtggctctc agctgtcaat 
gcgggggtcc caaggaccac cccttgacct 
cctcaaaggc ccctcccccc agccttccaa 
ccccgatcct cccacaataa a 



ggttcccaag accccaccat aggcagaggc 60 

ccagcctcga ctagtcccta gcactcgacg 120 

ctccgcctca tccttggcgc tagaccactg 180 

cactcctgtg cctccctggc cttgtctact 240 

cactccagca tcctacaacc tcctggtggc 300 

gccaggtaca ccaggcaggg gacgcaccaa 360 

tgctgctgct gagcatgggc gggacatggg 420 

gccccatcaa tgccaccctg gctgtggaga 480 

acaccaccat ctgtgccggc tactgcccca 540 

cggccctgcc tcaggtggtg tgcaactacc 600 

ctggctgccc gcgcggcgtg aaccccgtgg 660 

gtgcactctg ccgccgcagc accactgact 72 0 

gtgatgaccc ccgcttccag gcctcctctt 78 0 

gtccatcccg actcccgggg ccctcggaca 84 0 

861 



<210> 
<211> 
<212> 
<213> 
<220> 
<223> 

<400>6 

agcactttcc 

aggccttcct 

actgagtctc 

sggggagagg 

tctcgccccc 

cttgccgccc 

ggatggagat 

catccaagga 

aggagggctg 

ccatgacccg 

gcgatgtgcg 

tctcctacgc 

gcgggggtcc 

cctcaaaggc 

ccccgatcct 



6 

861 
DNA 
human 

fihCG a 6 cDNA-Sequenz 



tcgggtcacg 
acaccctact 
agaggtcact 
actggggtgc 
cgaagggtta 
ccacaacccc 
gttccagggg 
gccacttcgg 
ccccgtgtgc 
cgtgctgcag 
cttcgagtcc 
cgtggctctc 
caaggaccac 
ccctcccccc 
cccacaataa 



gcctcctcct 
ctctgtgcct 
tcaccgtggt 
tccgctgagc 
gtgtcgagct 
gaggtatgaa 
ctgctgctgt 
ccacggtgcc 
atcaccgtca 
ggggtcctgc 
atccggctcc 
agctgtcaat 
cccttgacct 
agccttccaa 
a 



ggttcccaag 
ccagcctcga 
ctccgcctca 
cactcctgtg 
cactccagca 
gccaggtaca 
tgctgctgct 
gccccatcaa 
acaccaccat 
cggccctgcc 
ctggctgccc 
gtgcactctg 
gtgatgaccc 
gtccatcccg 



accccaccat 
ctagtcccta 
tccttggcgc 
cctccctggc 
tcctacaacc 
ccaggcaggg 
gagcatgggc 
tgccaccctg 
ctgtgccggc 
tcaggtggtg 
gcgcggcgtg 
ccgccgcagc 
ccgcttccag 
actcccgggg 



aggcagaggc 

acactcgacg 

tagaccactg 

cttgtctact 

tcctggtggc 

gacgcaccaa 

gggacatggg 

gctgtggaga 

tactgcccca 

tgcaactacc 

aaccccgtgg ' 

accactgact 

gcctcctctt 

ccctcggaca 



60 
120 
180 
240 
300 
360 
420 
480 
540 
600 
■6-60' 
720 
780 
840 
861 
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<210> 7 
<211> 861 
<212> DNA 
<213> human 
<220> 

<223> JihCG ii6e cDNA-Sequenz 
<400>7 

agcactttyc tcgggtcacg gcctcctcct ggttcccaag accccaccat aggcagaggc 60 

aggccttcct acaccctact ctctgtgcct ccagcctcga ctagtcccta rcactcgacg 120 

actgagtctc agaggtcact tcaccgtggt ctccgcctca tccttggygc tagaccactg 180 

aggggagagg actggggtgc tccgctgagc cactcctgtg cctccctggc cttgtctact 240 

tctcgccccc cgaagggtta gtgtcsagct cactccagca tcctacaacc tcctggtggc 300 

cttgmcgccc ccacaamccc gaggtatraa gccaggtaca ccaggcaggg gacgcaccaa 360 

ggatggagat gttccagggg ctgctgctgt tgctgctgct gagcatgggc gggacatggg 4 20 

catccargga gmyrcttcgg ccacggtgcc gccccatcaa tgccaccctg gctgtggaga 480 

aggagggctg ccccgtgtgc atcaccgtca acaccaccat ctgtgccggc tactgcccca 54 0 

ccatgacccg cgtgctgcag ggggtcctgc cggccctgcc tcaggtggtg tgcaactacc 600 

gcgatgtgcg cttcgagtcc atccggctcc ctggctgccc gcgcggcgtg aaccccgtgg 660 

tctcctacgc cgtggctctc agctgtcaat gtgcactctg ccgccgcagc accactgact 720 

gcgggggtcc caaggaccac cccttgacct gtgatgaccc ccgcttccag gcctcctctt 780 

cctcaaaggc ccctcccccc agccttccaa gtccatcccg actcccgggg ccctcggaca 840 

ccccgatcct cccacaataa a 8 61 



<210> 8 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> artificial 

<220> 

<223> Primer 8 (15hCG 135, Ji8, JS3) 

<400> 8 

catgggcatc caaggagccg 20 

<210> 9 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> artificial 

<220> 

<223> Primer 9 (fihCG B6) 

<400> 9 

catgggcatc caaggagcca 20 

<210> 10 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> artificial 

<220> 

<223> Primer 10 (JihCG J57, li6e) 

<400> 10 

catgggcatc cagggagatg 20 

<2I0> 11 " - 

<211> 17 

<212> DNA 

<213> artificial 

<220> 

<223> Primer 11 (Gesamt- lihCG) 



<400> 11 

tcggggtgtc cgagggc 



17 
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<210> 12 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> artificial 

<220> 

<223> Primer 12 (fihCG S>8, 153) 

<400> 12 

gatgaccccc gcttccagga 20 

<210> 13 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> artificial 

<220> 

<223> Primer 13 (fihCG 137, li6) 

<400> 13 

gatgaccccc cgttccaggc 20 

<210> 14 

<211> 17 

<212> DNA 

<213> artificial 

<220> 

<223> Primer 14 (Gesamt-lihCG) 

<400> 14 

tcgggtcacg gcctcct 17 

<210> 15 

<211> 22 

<212> DNA 

<213> artificial 

<220> 

<223> Primer 15 (fihCG 155, 138, 133) 

<400> 15 

acggcctcct cctggctccc ag 22 

<210> 16 

<211> 22 

<212> DNA 

<213> artificial 

<220> 

<223> Primer 16 (AhCG 137, 136, 136e) 



<400> 16 

acggcctcct cctggttccc aa 



22 
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<210> 17 
<211>. .165 
<212> PRT 
<2l'3> hiaman 
<220> 

<223> BhCG ii6el (with Lys in Pos 2) 
<400> 17 

Met Glu Met Phe Gin Gly Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Ser Met Gly 
-20 -15 -10 . -5 

Gly Thr Trp Ala Ser Lys Glu Mfet Leu Arg Pro Arg Cys Arg Pro lie 
. . 1 5 10 

Asn Ala Thr Leu Ala Val Glu Lys Glu Gly Cys Pro Val Cys lie Thr 
15 . . 20 25 

Val Asn Thr Thr He Cys Ala Gly Tyr Cys Pro Thr Met Met Arg Val 
30 . . 35 40 

Gly Val Leu Gin Leu Pro Ala Leu Pro Gin Val Val Cys Asn Tyr Arg 
45 50 55 60 

Asp Val Arg Phe Glu Ser He Arg Leu Pro Gly Cys Pro Arg Gly Val 
65 70 75 

Asn Pro Val Val Ser Tyr Ala Val Ala Leu Ser Cys Gin Cys Ala Leu 
80 85 90 

Cys Arg Arg Ser Thr Thr Asp Cys Gly Gly Pro Lys Asp His Pro Leu 
95 100 105 

Thr Cys Asp Asp Pro Arg Phe Gin Ala Ser Ser Ser Ser Lys Ala Pro 
110 115 120 

Pro Pro Ser Leu Pro Ser Pro Ser Arg Leu Pro Gly Pro Ser Asp Thr 
125 130 135 140 

Pro He Leu Pro Gin 
145 



<210> 18 
<211>. .165 
<212> PRT 
<213> human 
<220> 

<223> fihCG fi6ell (with Arg in Pos 2) 

<400> 18 

Met Glu Met Phe Gin Gly Leu Leu Leu Leu Leu Leu Leu Ser Met Gly 
-20 -15 -10 . -5 

Gly Thr* Trp ' Ala Ser" Arg Glu Met ' Leu Arg Pro Arg Cys - Arg Pro - lie- - 
• - 1 5 10 

Asn Ala Thr Leu Ala Val Glu Lys Glu Gly Cys Pro Val Cys He Thr 
15 . . 20 25 



Val Asn Thr Thr He Cys Ala Gly Tyr Cys Pro Thr Met Met Arg Val 
30 . . 35 40 
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Gly Val Leu Gin Leu Pro Ala Leu Pro Gin Val Val Cys Asn Tyr Arg 
45 . . 50 55 60 

Asp Val Arg Phe Glu Ser lie Arg Leu Pro Gly Cys Pro Arg Gly Val 
65 70 75 

Asn Pro Val Val Ser Tyr Ala Val Ala Leu Ser Cys Gin Cys Ala Leu 
80 85 90 

Cys Arg Arg Ser Thr Thr Asp Cys Gly Gly Pro Lys Asp His Pro Leu 
95 • 100 105 

Thr Cys Asp Asp Pro Arg Phe Gin Ala Ser Ser Ser Ser Lys Ala Pro 
110 115 120 

Pro Pro Ser Leu Pro Ser Pro Ser Arg Leu Pro Gly Pro Ser Asp Thr 
125 130 135 140 

Pro lie Leu Pro Gin 



145 
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